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^ (57) Ahslracl: The invention concerns an automated and robotized plaUorni (1 ) comprising a battery of miniature reactors (3) ct>n- 
^ taining each a cell culture. The platform comprises an external sensor (7) for measuring at least one optical property of each cell 

culture a)nUiined in each miniature reactor. The platl'orm also comprises a mobile sensor-holder (9) lor receiving the external sen- 
^ sor. The sensor-holder includes sensor driving means for moving the external sensor from one miniature reactor to another and 

Tor measuring in real time said at least one optical properly. The plallbrm lurther comprises contn)lling and pn>cessing means lor 

O receiving real time measurements of the optical property from the external sensor and for real lime control of a movement of the 
. mobile sensor-holder. 



(Sidte sur la page suivante] 



BEST AVAILABLE COPY 



wo 2004/003569 A2 liiiiiiiiiillHillllliiinililHnilllllll 



SK. SL. TJ. ™, TN, TR. TT, TZ. UA, UG. US, UZ. VC. 
VN, YU, /A, '/M, 7.W. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE. 
LS. MW, MZ, SD, SL. SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
cuiasicn (AM, AZ, BY. KG, KZ. MD. RU, TJ, TM), brevet 
euix)p6en (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DK, DK, HH, ES, H, 
FR, GB, GR, HU, IE. IT, LU, MC. NL, PT, RO, SE. SI. SK, 
IR), brevet OAPl {Bb\ BJ, CF, CU, CI, CM, GA, UN, GQ, 
GW, ML. MR, NE, SN. TD, TG). 



Publiee : 

— sans raf}fj(tri dfi rcA.hetriJif. intftmatiftruiic, sera re.puhlide. 
des reception de ce rapport 



En ce qui cvtweme les cades a deux leiires el autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes expUcatives relatives aux codes et 
abreviattona" fisuratu m debut de chaque num£ro ordinaire de 
la Gazette du PCT 



(57) Abrdg^. : Platc-formc (1) automatisdc ct robotis6^ comportant unc batrcric dc nJacicurs miniaturisds (3) contcnant chacun iinc 
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PLATE-FORME ROBOTISEE DE CULTURES CELLULAIRES EN 
BATTERIES DE R^ACTEURS MINIATURISES, EQUIPEE D*UN 
SYSTIEME DE MESURE EN TEMPS REEL DE LA TURBIDITE 
CELLULAIRE OU tOUTES AUTRES PROPRIET^S OPTIQUES 

5 

CONTEXTE DE L'INVENTION 



a) Domaine de Tinvention 

Uinvention concerne un systeme automatlse de contrSle et de 
10 regulation de cultures cellulaires contenues dans une batterie de 
reacteurs miniaturises qui permet, entre autres, rinjection et le 
prelevement au sein des cultures. 

L'invention concerne egalement un systeme et une methode de 
mesure en temps reel de proprietes optiques de cultures cellulaires 
15 contenues dans une batterie de reacteurs miniaturises. Ces propridt6s 
optiques peuvent Inclure notamment la turbidite. 

b) Breve description de Tart anterieur 

Dans de nombreux laboratoires de biologie et egalement dans les 
industries de biotechnologie, il est tres souvent necessaire de cultiver 

20 des micro-organismes en milieu liquide et de mesurer la concentration 
des cellules d diffSrentes etapes de la culture. Les mSthodes les plus 
pratiques et les plus utilisees pour ^valuer les concentrations cellulaires 
de cultures reposent sur les proprietes optiques de ces dernieres. 
Systdmes connus de cultures cellulaires 

25 Dans le domaine des technologies de cultures microbiennes, on 

constate qu'il existe principalement trois types de cultures : les cultures ^ 
Techelle des laboratoires de recherche ou en recherche et 
developpement; les cultures en fermenteurs classiques qui ont pour 
objectifs Toptimisation et la production; et les technologies de culture en 

30 batteries. 

Les cultures a T^chelle des laboratoires sont realisees en micro- 
plaques, en tubes ou en flacons agites et font appel ^ de faibles volumes 
et d du matdriel d'usage simple. Elles offrent la possibilite de mener un 
grand nombre d'essais en paralldle. Cependant, les conditions de 
35 crolssance ne sont pas optlmales car des limitations nutritionnelles sont 
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imposees aux cultures par ie materiel utilise. II y a peu de posslbilite de 
contreie et de regulation des parametres de culture, et cela g§n6re done 
de nombreuses difficultes de standardisation et de reproductibilite. Ces 
techniques souffrent souvent d'un certain empirisme. 

5 Les cultures en fennenteurs classiques permettent d^assurer, dans 

un environnement parfaitement controle par Tutilisation de capteurs, la 
realisation de cultures en conditions non limitantes. Toutefois, 
requipement est sophistique. coQteux, et de mise en oeuvre assez 
lourde; Ie volume minimum de milieu reste §lev6 (0,5 litre) et ne se prete 

10 pas faciiement a un grand nombre d'essais en paralleie. L'automatisation 
est limitee et ne s'applique qu'au seul reacteur en culture. Ce type 
d'appareillage necessite, Ie plus souvent, un experimentateur form§ k 
ces technologies. Les syst^mes de lecture optique sont coOteux et 
encombrants. 

15 Les technologies de culture en batterie, telle que commercialises 

par les soci6tes comme DASGIP [Modeles Unitron-pro'^^ (16 x 500 mL) 
ou Stimmer-pro'^^ (8, 12, 16 x 150 a 300 mL)] ou INFORS [Modele 
Profors^^ Qusqu'a 16 x 150 mL)], proposent un appareillage qui contrSle 
jusqu'a 16 cultures en flacons ou mini-reacteurs a6r6s, avec mesure et 

20 regulation du pH. de la p02 et de la temperature. La vocation de ces 
appareillages est principalement de pouvoir realiser, dans des conditions 
standardis6es, des cultures en paralleie de fagon aisee et apporte une 
reponse aux limitations nutritionnelles rencontrees pour des cultures en 
flacons agites mal aeres. Dependant ces dispositifs ne disposent pas de 

25 mesure de la turbidite en ligne. et de ce fait ne sont pas adapt6s d un 
fonctionnement totalement automatise bas6 sur la mesure directe de ce 
parametre important. 

Les demarches experlmentales les plus souvent mises en oeuvre 
dans le domaine de la bact^riologie industrielle ou bio-medicale, ont en 

30 commun les objectifs suivants : 

- Cultiver de nombreuses souches de micro-organismes dans le but 
de comparer leurs performances puis de selectionner la souche la plus 
adaptee au proced6 6tudie; 

- Produire, a des niveaux 6lev6s, des molecules comme les 
35 proteines recombinantes; et 
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- Transf6rer les resultats d'optimisation des parametres de culture 
les plus importants d'un precede donne, d'une §chelle de laboratoire d 
une echelie de production pilote. 

Ces differentes demarches rencontrent en general les mennes 
5 difficultes techniques, car aucune des technologies existantes. 
presentant chacune des interets respectifs, ne peut repondre totalement 
aux exigences et contraintes qui existent pr6sentement. Ces exigences 
naissent de la tr6s grande dlversite des souches k cultiver (exigences 
nutritionneiles diff6rentes, temperature, etc.) et des s6quences de genes 
10 heterologues a exprimer dans ces souches. 

II existe done un besoin pour un systeme miniaturise et automatise 
de cultures cellulaires qui puisse repondre a i'ensemble de ces 
exigences. 

La pr6sente invention repond aux besoins identifies ci-dessus et k 
15 d'autres besoins comme cela sera apparent a une personne versee dans 
le domaine S la lecture de la presente description de I'invention. 
Systemes connus servant a nnesurer la turbidite 
Parmi les turbidimetres existant, on distingue les appareils de 
mesure en discontinu ou manuel, avec lesquels on mesure de manifere 
20 rep6t§e la lumiere transmise et/ou r6fl§chie par un milieu liquide, et les 
appareils de mesure en ligne, pour lesquels des sondes de mesure de 
turbidite sont introdultes I'lnt6rieur d'un milieu liquide et reliees a un 
systeme d'enregistrement. 

Les appareils de mesure en discontinu. tels que neph§lom§tres, 
25 colorimetres, spectrophotometres et turbidimetres mixtes, ne permettent 
pas, pour la plupart d'entre eux, de mesurer des turbidit6s 6levees. 
Certains turbidimetres mixtes ont ete connus pour couvrir une plus large 
gamme de turbidite. mais il s'agit d'appareils couteux. 

Les turbidimetres en ligne, dont les gammes de mesure peuvent 
30 etre assez vastes, ont pour inconvenients de necessiter des volumes de 
culture importants (a partir de 250 mL) a cause de Tencombrement des 
sondes introduites a I'interieur des cultures, ce qui limite leur utilisation 
au sein de fermenteurs miniaturises. De plus, les cultures en fermenteurs 
sont gen6ralement aerees et agitSes, ce qui provoque la fonnation de 
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nombreuses bulles perturbant fortement les mesures de turbidite. Ces 
dispositifs sont aussi p6nalises par leur coOt 6lev6. 

D'autres turbidimetres de mesure en direct existant sont coQteux et 
difficiles a utiliser car leurs capteurs ont besoin d*etre d'autoclaves, 
5 souffrent d'encrassement. et offrent une gamme de lecture moins 
etendue. Ces turbidimetres necessitent, pour cliaque culture. dtfT6rents 
capteurs inserts dans le r6acteur et ceux-ci sont su}e\s a des derives en 
cours de fonctionnement. 

Les autres syst^mes existants sont fondes sur des estimations 
10 indirectes de la densite bacterienne. a travers la mesure de divers 
parametres de culture (pH, consommation d'oxygene, potentiel redox, 
concentrations de substrats, etc). 

La demande de brevet international WO 99/27349 (GAILLON et al.) 
divulgue un capteur de mesure en continu de la turblditS des cultures. 
15 Cependant ce dispositif est statique et chaque reacteur doit etre equips 
de son propre capteur constitue d'un couple de diodes particulier (paire 
de diodes emettrice / r^ceptrice). En raison de la difference de 
sensibilit6s et de performances des diodes les unes par rapport aux 
autres, il s'est aver§ difficile de calibrer con-ectement ces capteurs. En 
20 effet, il est difficile d'obtenir, par les diffSrents capteurs. la m§me r6ponse 
pour une suspension de turbidite donn6e. 

Actuellement, il n'existe aucun syst^me automatise et mobile, peu 
encombrant, peu couteux et capable de mesurer, avec precision, la 
turbidite de cultures microbiennes realis6es en tubes ou en r6acteurs 
25 agites, sur une large gamme de valeurs. 

II existe done un besoin pour un systeme de mesure de propri6t6s 
optiques de cultures cellulaires. n'ayant pas les inconv6nients des 
appareils connus de I'art ant6rieur, qui soit peu encombrant, d'un cout 
raisonnable et capable de mesurer avec precision, et en temps reel, la 
30 turbidite de cultures microbiennes r^alisees en parallele sur une large 
gamme de valeurs. 

RESUME DE L'iNVENTION 

Un objectif de la pr6sente invention est de fournir une plate-fomie 
de cultures cellulaires et une methode de mesure de proprietes optiques 
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de cultures cellulaires, n'ayant pas les inconv6nients des appareils 
connus de I'art anterieur. 

En particulier, un objet selon un aspect pref6rentiel de la presente 
invention est de fournir un systeme peu encombrant, d'un coQt 
' 5 raisonnable et capable de mesurer precisement et en temps r6el la 
turbidite de plusieurs cultures cellulaires realisees simultan6ment sur une 
large gamme de valeurs. 

Un des objectifs de la presente invention est de fournir une plate- 
forme miniaturis6e et automatis^e de cultures cellulaires menees en 
10 parallfele et ayant les mSmes perfomnances que les fermenteurs de 
laboratoire. 

La presente invention concerne done une plate-fomne automatis6e 
et robotiste comportant une batterie de reacteurs miniaturises contenant 
chacun une culture cellulaire, la plate-forme comprenant : 
1 5 un capteur exteme pour mesurer au moins une propriete optique de 

chaque culture cellulaire contenue dans chaque reacteur miniaturise; 

un porte-capteur mobile apte a recevoir au moins un capteur 
externe, le porte-capteur mobile comportant des moyens de deplacement 
du capteur pour deplacer le capteur externe d'un r6acteur miniaturise a 
20 un autre et pour pemnettre la mesure en temps r6el de ladite au moins . 
une propriete optique; et 

des moyens de controle et de traitement pour recevoir en temps 
reel des mesures de la propriete optique du ou des capteurs externes et 
pour controler en temps reel un deplacement du porte-capteur mobile. 
25 Uinvention concerne egalement une mfethode pour mesurer 

automatiquement au moins une propri§te optique de cultures cellulaires 
contenues dans une batterie de r6acteurs minlaturis§s, comprenant les 
etapes de : 

mesure automatique d'au moins une propriete optique d'une culture 
30 contenue dans Tun des reacteurs miniaturises d Taide d'un capteur 
externe; 

deplacement robotis6 du capteur externe vers un autre reacteur 
miniaturise; et 

mesure automatique d'au moins une propriete optique d'une culture 
35 contenue dans un autre r6acteur miniaturise a Taide du capteur exteme. 
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DEFINITIONS 

Par r6acteurs miniaturises on entend un fermenteur dont le volume 
utile de culture est compris entre au moins 2 mL at au plus 500 mL. Plus 
sp§ciflquement, on entend par mini-r6acteurs, ies femienteurs dont le 
5 volume utile de culture est compris entre 60 mL et 500 mL, et par micro- 
r6acteurs on entend Ies fermenteurs dont le volume utile est compris 

entre 2 mL et 60 mL. 

Par culture cellulaire on entend une culture de micro-oi^anismes tel 
que Ies bact6ries, Ies levures, Ies champignons et toutes autres cellules 

10 eucaryotes. 

Par Vref on entend la tension nominate fixee aux bornes de la diode 
r^ceptrice du capteur de turbidite, la valeur de ce parametre determine la 
sensibilite de la mesure Ve. 

Par Ve on entend la tension mesuree aux bornes de la diode 
15 emettrice du capteur de turbidite, cette valeur est fonction de la turbidltS 
de la culture. 

Par DO on entend la densite optique mesuree par un spectrometre. 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 
La Figure 1 est une vue de face d'une plate-forme de cultures 
20 cellulaires comportant une batterie de micro-femnenteurs. des syst^mes 
de regulation de la temperature par effet Peltier, un. capteur exteme 
mont6 sur un porte-capteur mobile, et des modules electroniques 
d'acquisition et de controle, d'aprSs une realisation pref6rentielle de la 
pr6sente invention. 

25 Les Figures 2A, 2B et 2C sont respectivement des vues 

sch6matiques en coupe, de dessus et de c6t§ d'un porte-capteur mobile, 
d'apr^s une r6alisation pr6f6rentielle de la pr6sente invention. 

Les Figures 2D, 2E, 2F et 2G sont respectivement une vue de dos, 
de cote et de face d'une diode emettrice, ainsi qu'une vue de dos d'une 

30 diode receptrice servant ^ mesurer la turbidite, d'apres une realisation 
pref^rentielle de la presente invention. 

La Figure 3 est une vue de cote d'un porte-capteur eri forme de 
fourche destine a §tre monte sur un systeme de guidage d'une plate- 
forme de cultures cellulaires, d'aprfes une realisation pr6f6rentielle de la 

35 prSsente invention. 
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La Figure 4 est une vue en perspective d'un porte-capteur mont6 
sur deux rails d'une plate-forme de cultures de micro-organismes, 
d'aprds une realisation pr6ferentielle de la pr6sente invention. 

La Figure 5 est une vue de face du porte-capteur montre ^ la 
5 Figure 4. 

La Figure 6 est une vue de cote d'un element du capteur de 
turbidite detaillant le support pour installation sur le porte-capteur montr6 
a la Figure 4» d'apres une realisation pr6f6rentielle de la presente 
invention. 

10 La Figure 7 est une vue de dessus d'une batterie de mini-reacteurs 

de 250 mL equipee d'un bras mobile assurant un mouvement circulaire, 
pour mesurer la turbidite dans les rfeacteurs, d'apres une realisation 
preferentielle de la presente invention. 

La Figure 8 est une vue de face d'une plate-fomne de cultures 
15 cellulaires munie de blocs de regulation thermique par effet Peltier, 
d'apres une realisation preferentielle de la presente invention. 

Les Figure 9A et 9B sont respectivement des vues de face et de 
cote d'un micro-fermenteur insere dans son support thermostate de type 
Peltier, d'apres une realisation preferentielle de la presente invention. 
20 La Figure 10 est une vue de plan d'eiements composant un support 

6u reacteur. thermostate de type Peltier, d'apres une realisation 
preferentielle de la presente invention. 

La Figure 11 montre la courbe reliant i'evolution de la mesure de la 
turbidite a la mesure manuelle de la DO pour des cultures menees en 
25 parallele avec 7 micro-fermenteurs et une souche de E. colL 

La Figure 12 montre une interface graphique d'un programme de 
controle du systeme selon invention, montrant entres autres des 
courbes d'evolution de la turbidite en fonction du temps dans chacun des 
micro-fermenteurs. 

30 La Figure 13 montre des courbes de temperature en fonction du 

point de consigne et du temps pour quatre regulateurs thermiques, 
d'apres une realisation preferentielle de la presente invention. 

Les Figures 14A,14B et 14C sont respectivement des vues en 
coupe d'un systeme d'injection et de preievement dans des positions 
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haute et basse, ainsi qu'une vue de face d'un piston selon la presente 
invention. 

Les Figures 14D, 14E, 14F, 14G et 14H sent des vues en coupe 
d'un purgeur dans diverses positions selon la presente invention. 
5 La Figure 15 montre un schema de fonctionnement d'une batterie 

de micro-femienteurs selon la presente invention. 

DESCRIPTION DETAILL^E DE LMNVENTION 
La Figure 1 montre une plate-fomne 1 de cultures cellulalres d'aprfes 
une realisation pr6ferentielle de la presente invention. La plate-fonne 1 
10 repose sur le concept original de la miniaturisation et de I'automatisation 
de cultures microbiennes, de faible volume (60 mL), realisees en micro- 
fermenteurs 3. De preference, la plate-forme 1 comporte une batterie de 
huit micro-fermenteurs 3. mais ce nombre peut varier selon les 
applications ou les besoins, de meme que le volume de chaque mlcro- 

15 fermenteur 3. 

Le corps des micro-fermenteurs 3 peut etre constitue de reacteurs 
fait en tubes de verre 5 (voir les Figure 9A et 9B) de section carree de 2 
cm, de 16 a 18 cm de hauteur, munis de tubulures reliees d des tuyaux 
permettant la circulation des fluides liquides et gazeux. Les tubes de . 
20 verre 5 doivent §tre nonnalement sterilises avant chaque nouvel usage. 
Ces tubes de venres peuvent egalement etre remplaces par des 
reacteurs steriles en matiere plastique. par exemple en polycarbonate, 
prets a I'emploi et a usage unique. 

Les micro-fermenteurs 3 sont assembles en batteries au sein d'un 
25 systeme compact et ergonomique avec supervision int6gr6e de la 
condulte des cultures. Tel qu'il sera explique plus bas, de par leur niveau 
d'equipement en capteurs et leur degre d'automatisation, ces micro- 
fermenteurs 3 offrent les memes potentialitSs que des fermenteurs de 
laboratoire de plus grand volume. 
30 Un ou plusleurs caoteurs montes dans un porte-capteur 

mobile 

Dans le syst6me de batterie de premiere generation connu de Tart 
ant6rieur, chaque micro-femnenteur est place dans un bloc m6tallique 
dans lequel est inseree une paire de diodes emettrice et receptrice. Ces 
35 diodes donnent satisfaction quant aux performances (gammes etendues 



wo 2U04/U03S69 PCT/FR2U03/002UU6 

9 



de turbidite. implantation a I'extferieur des fermenteurs. faible coQt. etc.). 
Cependant, chaque bloc de culture est 6qulpe de son propre capteur 
poss^dant une paire de diodes particulidre. II s'est av§r6 difficile de 
calibrer con-ectement ces capteurs les uns par rapport aux autres. Par 
5 exempie, sur 100 diodes LED ou recepteurs Darlington, seuls 10% se 
r6v6laient utilisables en presentant une dynamique de reponse 
comparable. De plus, 11 s'est av6r6 que I'appariement des couples de 
diodes LED et Darlington pour chaque capteur se traduisait par une 
dynamique de r6ponse voisine mais non identique. L'utilisation d'un 
10 potentiomfetre de r6glage de gain permettait d'etalonner les differents 
couples pour une DO donnee (par exempie 1) mais non sur I'ensemble 
de la gamme de mesure (par exempie de DO 0.5 S DO 100 pour une 
culture Haute Density Optique HDO). Ainsi. les courbes de reponse des 
differents capteurs en fbnction de la turbiditd (DO) d'une culture ou d'une 
15 suspension cellulaire n'6taient pas superposabies. Aussi. pour convertir 
automatiquement les valeurs mesurees de Ve et les afficher en unites de 
DO, il aurait fallu introduire dans les programmes autant d'6quations de 
modelisation reliant le Ve a la DO que de capteurs utilises, ce qui n'6tait 
pas acceptable. 

20 La plate-forme 1 selon la pr6sente invention apporte une solution 

a ce problfeme en se basant sur le concept original d'un seul et meme 
capteur exteme et mobile 7 servant a la mesure sequentielle d'une 
propriety optique d'une batterie de cultures cellulaires r6alis6es en micro- 
fermenteurs 3, ^ I'aide d'un porte-capteur mobile 9 entraTn6 par un 
25 moteur 8 pas § pas, sous le controle d'un programme informatique. 

En particulier, le capteur 7 permet une mesure directe et en llgne 
de la turbidite de I'ensemble des cultures en cours dans les divers micro- 
fermenteurs 3. Le capteur 7 de mesure de turbidite est monte dans un 
. porte-capteur mobile 9 qui se d6piace a I'aide d'un moteur sur un axe 
30 lineaire le long d'une rang^e de micro-fermenteuts 3 et permet de 
mesurer s6quentiellement, avec precision et reproductibilit6, la turbidite 
dans chacun des micro-fermenteurs 3 sar^s intervention de I'op^rateur 
sur les cultures en cours. 

Le positionnement du porte-capteur 9 a I'aide du moteur pas a pas 
35 peut se faire avec une resolution de I'ordre 10 ^ 100 environ selon le 
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mecanisme de deplacement utilise, avec une tres bonne fiabilite. II est 
done possible de faire plusieurs lectures successivement sur un meme 
micro-fermenteur 3. II est ^ noter qu'au lieu d'un moteur pas d pas, des 
variantes consistent a utiliser un bras circulaire (servo-moteur) ou un 
5 bras de robot ou tout autre systems qui permet le d6piacement relatif 
entre le capteur 7 et les micro-fermenteurs 3. 

En reference & la Figure 7, on montte une variante partlculi6re de 
porte-capteur mobile 9' relie a un moteur 8' qui lui pemiet de d6filer salon 
un mouvement circulaire devant des mini-fermenteurs 3' oCi se d6roulent 
10 des cultures cellulaires. 

De preference, tel que montr§ ^ la Figure 2A, le capteur de turbidit6 
7 se compose d'au moins un couple de composants optiques : une diode 
6mettrice 7a de lumiere infrarouge et un Pliotodarlington r6cepteur7b de 
la lumiSre r6siduelle transmise qui a traverse le miaro-fennenteur 3. On 
15 montre 6galement que plus d'un capteur 7 peut §tre monte sur le porte- 
capteur 9. L'insertion de deux couples de diodes 7 offre la possibilite de 
realiser une mesure a des hauteurs diffferentes du reacteur de culture. 

Tel qu'illustre aux Figures 3 a 5, les couples de diodes 7 peuvent 
§tre fix6s sur un porte-capteur 9 en forme de fourche solidaire 13 ayant 
20 deux chariots mobiles qui se d6placent le long de deux rails 11 sous 
Taction d'une counroie crantee entraTnee par un moteur pas ^ pas. Dans 
• ce cas, le porte-capteur 9 est muni de supports 12 de diodes amovibles 
(voir aussi 6 la Figure 6), facilitant Tinsertion et le changement des diodes 
7, selon les besoins. Le fait de disposer d'un porte-capteur 9 en forme de 
25 fourche ou 6trier dont on peut faire varier la iome et les c6t6s permet d'y 
fixer diff6rents capteurs disponibles sur le march6 ou nouveaux, et ainsi 
d'augmenter les possibilites d'analyse des cultures microbiennes. par 
exemple, en utilisant plusieurs capteurs de turbidite a plusieurs hauteurs. 
Dans d'autres cas, ce dispositif peut ouvrir le champ a des §tudes de 
30 decantation ou de floculation de souches microbiennes ou d'adh6rence 
dans le reacteur, ou pour mettre au point des proc6d§s, ou pour des 
6tudes d'evolution ou d'enrichissement de souches, k I'aide de cultures 
cycliques. 

Le porte-capteur 9 est preferablement muni de deux glissidres ou 
35 guides qui sont d6port6es vers I'amere afin de proteger les parties 
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mobiles des projections ou des fuites 6ventuelles. Un bac de r6tention 6 
(voir a la Figure 8) peut etre dispose sous la batterie en cas d'un 
^coulement de culture, dans le cas d'un bris d'un micro-fermenteur 3 par 
exemple. Le mode de guidage par rails paralleles elimine une grande 
5 partie des vibrations et permet de r6duire la distance entre ies 
composants optiques et Ies parois des micro-fermenteurs 3, rSdulsant ia 
dispersion du faisceau lumineux. Une fenetre de mesure 14 situSe dans 
le bloc support permet une mesure optique a mi-hauteur du micro- 
fermenteur 3. Le bas du micro-fermenteur 3 est egalement accessible 
10 pour un deuxieme capteur. Diff6rents modeles de micro-fermenteurs 
peuvent etre utilises en fonction du type d'application. 

Le porte-capteur 9 peut egalement §tre adapt6 pour accepter des 
fibres optiques ou d'autres types de capteurs (bioluminescence - e.g. 
pour la production de prot6lnes recombinantes- , phosphorescence, 
15 colorim6trie, fluorescence, etc.). 

En particulier, un capteur de lumi^re (photomultiplicateur (PM)) peut 
egalement etre utilis6 pour I'etude de I'expression de genes rapporteurs 
comme le gene lux. Ce capteur de luminescence peut §tre mont§ sur le 
mSme porte-capteur mobile 9. deja equip6 du capteur de mesure de la 
20 turbidit6 7. 

II est a noter que ces capteurs de lumiere sont tres coOteux (1000 
euros pour le seul PM) et necessitent un 6talonnage complexe. D'apr6s 
I'ancien concept, 11 aurait fallu installer un capteur au niveau de chaque 
micro-fermenteur. Par centre, I'utilisation d'un seul porte-capteur mobile 
25 qui d6file devant Ies micro-femienteurs reduit, par exemple, de 8 fois Ies 
coQts d'6quipement d'une batterie de 8 micro-fermenteurs. 

Bien entendu, diff^rentes g6om6tries du porte-capteur mobile 9 
peuvent aussi &tre envisagees. La modification du porte-capteur 9 
. permet d'adapter le syst^me de mesure a la geom^trie du r§acteur, selon 
30 Ies besoins, que ce soit des tubes de plusieurs micro-fermenteurs de 60 
mL, ou bien des tubes de 2 a 5 mL ou encore des mini-reacteurs de 250 
d 500 mL. De mSme. il est possible de choisir avec precision Ies angles 
et distances de lecture. 

En r6f6rence a la Figure 11, on montre revolution de la tension Ve 
35 mesuree aux bornes de la diode 6mettrice 7a en fonction de la turbidit6 
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d'une culture. En reference a la Figure 12. on montre l'6volution de la 
tension Ve aux bomes de la diode Smettrice 7a en fonction du temps. On 
peut ainsi determiner la concentration cellulaire d'une culture dans 
chaque micro-fennenteur 3 (concentration exprimee en unites de DO par 
5 exemple). L'equation reliant Ve a la DO, introduite dans le programme de 
controle, permet d'avoir en ligne la valeur de celle-ci. Ce dispositif permet 
une mesure de la turbidite dans differentes gammes de sensibility, 
correspondant ^ des DO de 0,05 a plus de 100 unites de DO (pour la 
bact6rie mod§le Escherichia coli) et de 0.05 d plus de 300 pour la levure 
10 module Saccharomyces cerevisiae. II pemiet de travaiHer avec des 
milieux minimaux ou complexes. 

Les sequences de deplacement du porte-capteur 9 et de mesure de 
la turbidity sont supervisees par le programme informatique. En fonction 
de la sensibilite choisle (valeur du Vref) pour la mesure k effectuer. il est 
15 possible de mesurer des turbidit6s correspondant S une gamme de 
densit68 optiques comprises entre 0.05 et 100 (pour E. coli). 

Les sequences de deplacement du porte-capteur 9 et de lecture de 
la turbidit6 constituent la boucle princlpale du programme informatique 
utilise (depot Institut Pasteur 2002). Ce dernier se base sur un fichier de 
20 configuration d§crivant le type de materiel utilisi et le mode de 
fonctionnement. Ainsi, le programme infomnatique peut s'adapter § 
diverses solutions de motorisation. Pour deplacer le porte-capteur 9, on a 
selectionne un moteur 8 pas a pas (SANYO DENKI type 103H71260440) 
fonctionnant en boucle ouverte et en mode micro-step (1/8^^ de pas 
25 pour une resolution de 200 pas/tour). La carte de contr6le (PCI-7344, 
National Instruments) installee dans I'ordinateur peut piloter quatre 
systemes d'axes ind6pendants ou coordonnes. Un bottier de connexion 
(UMI-7764. National Instruments) relie la carte de commande moteur A la 
carte de puissance (SANYO DENKI). Pour un fonctionnement sllencieux 
30 et rapide. une transmission par coun-oie crant6e a 6t6 privilegiee. Deux 
interrupteurs delimitent la zone de deplacement (650 mm pour 8 micro- 
fermenteurs). La resolution lin^aire finale est de 80 micrometres pour 
une Vitesse du chariot de 42,6 cm/s. Sous controle du iogiciel 
informatique. le module porte-capteur 9 se positionne sequentiellement 
35 en face de chaque micro-femrienteur 3 actif pendant la dur6e necessaire 
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aux diverses operations de mesure. La fr6quence de cette boucle ainsi 
que le ddlai entre deux deplacements sont d6finis par I'utilisateur. 

Comme tout appareillage optique, il est necessaire de contrdler 
periodiquement la r^ponse du capteur 7 en fonction de la turbidity. Pour 
5 cela, un ou plusieurs tubes etalons, contenant des produits turbldes 
(comme la formazine). des suspensions celiulaires ou des substances 
opaques, de turbiditd connue, sont disposes dans des emplaoemente 
appropries de la batterie. Au d6but d'une experimentation ou en cours de 
manipulation, le programme realise automatiquement la lecture 
10 successive des ces tubes, pour un calibrage du capteur : soit en unrtes 
NTU (Nephelometric Turbidity Units), soit en unrt6s de Densite Optique 
(DO), soit en unites d'opacit§ relatives. Ainsi, I'^talonnage des capteurs 7 
est effectu6 automatiquement et eiimine toute incertitude sur la stability 
et les derives possibles, probleme particuliferement gSnant dans le cas 
15 ■ de comparaison de souches ou de precedes.- 

La plate-fonne 1 selon ("invention permet de garantir la 
standardisation des cultures car le present proced6 est le seul d 
proposer une mesure directe, sequentielle et en ligne de la turbidit6 de 
toutes les cultures en cours par une cellule unique de mesure S 
20 defilement. Le systeme pemfiet 6galement de connattre et de comparer 
en temps r6el la phase de croissance de toutes les cultures realis6es en 
parallele. 

Le systeme selon I'invention pennet de realiser des cultures dans 
des reacteurs de volumes variables en beneficiant des m§mes 

25 fonctionnalites d'automatisatlon et de standardisation que les cultures en 
tubes de 60 mL, par exemple par rapport diff6rentiel d'Oa et I'lntroducllon 
de I'inducteur S la DO programmee. 

En particulier, le present systems permet les cultures automatisees 
de tres faibles volumes pour la selection de nouvelles molecules d 

30 usage therapeutique, dirigees centre des souches bacleriennes 
maintenues en croissance optimale ou dans des conditions pr§d6finies 
par I'experimentateur. Ces cultures sont realisees dans des tubes aeres 
(2 §1 5 mL), portes par des racks, avec mesure en ligne de la turbidite par 
le capteur S defilement et injection programmee de toute molecule en 

35 cours de culture. 
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Le present systeme permet egalement les cultures automatis6es de 
mini r6acteurs cylindriques de (250 S 500 mL) qui pr^sentent k une 
hauteur convenable une excroissance avec deux faces paraileles et deux 
faces oblongues permettant r6coulement aise du milieu de culture 
5 entratne par un systeme d'agitation. Le capteur a defilement passe 
successivement devant les excroissances des mini-fermenteurs de la 
batterie et se positionne au niveau des deux faces parallfeles pour une 
lecture convenable. Dans la demarche d'6tudes syst6matiques des 
prot§ines cod6es par les genes de genomes sequences, de nombreuses 
10 prot6ines ne s'expriment que tres faiblement. Ces protelnes sont 
toxiques pour les souches bacteriennes qui hebergent les genes 
correspondants, ou presentent des caract6ristiques biochimiques et 
fonctionnelles (prot6ines membranaires) peu favorables a leur 
expressfon sous forme soluble. L'augmentation des volumes de cuHure. 
15 coupl6e aux avantages de I'automatisation. devrait permettre de 
compenser ces faibles niveaux d'expression et de r§pondre ainsi aux 
attentes des etudes de fonctionnalite de ces protelnes. Cette technologie 
pourra 6galement s'appliquer a I'optimisation de proc6d6s devant fetre 
transferes & des 6chelles importantes de production. 
20 La plate-forme 1 selon la pr6sente invention 6v(te I'implantation de 

capteurs encombrants §i I'interieur des r6acteurs. La localisation S 
I'exterieur du r^acteur d'un ou plusieurs capteurs permet de reduire la 
taille du reacteur sans diminuer le volume utile. Cela permet d'obtenir 
des batteries plus petites pouvant s'implanter facilement dans les 
25 laboratoires. L'utilisation de ces batteries est 6galement compatible a 
I'intdrieur d'un Poste de Security Microbiologique (PSM). 

Un autre des avantages relies au systeme selon la prSsente 
invention est que le fait de disposer, a tout moment, de la turbidit6 des 
cultures ainsi que de I'lnistorique de son Evolution, permet de d6clencher 
30 des evenements Ii6s a la quantity de cellules et au taux de croissance, 
comme, par exemple, des ajouts de milieux de culture ou des solutions 
d'inducteur (via I'automate injecteur/6chantillonneur qui sera detailte plus 
bas). De m§me, la concentration d'Oz peut etre accrue, la temperature 
modifiee. des prel§vements effectu6s. D'une fa9on similaire, le pH peut 
35 etre r6gul6. La pr6sente plate-forme permet done une augmentation tr^s 
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importante des possibilites de contr6le des cultures et des performances 
d'analyse. 

La plate-forme 1 selon la presente invention permet una diminution 
des coQts, tout en integrant les meilleures optiques pour l'am6lioration 
5 des capteurs. Elle pemnet {'integration d'une optique particuliere (fibres 
optiques, filtres, spectres, capteur a forte puissance, etc.) et le coQt est 
divise par plus de n fois le nombre de r6acteurs utilis6s. 

De plus, les capteurs 7 6tant ext6rieurs au tube de culture ne 
n6cessitent pas de sterilisation, celle-ci 6tant une contrainte 
1 0 supptementaire pour les capteurs intemes existants. 

L'utilisation d'un capteur mobile selon la presente invention r§sout 
done le probleme majeur de I'invention divulguee dans la demande WO 
99/27349, a savoir la difficult^ d'§talonnage de plusieurs capteurs 
statiques qui sont d§di6s & leurs propres micro-femnenteurs. Le capteur 7 
15 selon la presente invention par la standarelisation de I'^talonnage en 
llgne durant la manipulation rend les mesures de turbidity fiabies et 
reproductibles, permettant ainsi la comparaison parfaite de la turbidit6 
des cultures menees en parall^ie. De plus, le cout est r6duit et II est 
possible d'adapter d'autres capteurs (comme celui de bioluminescence) 
20 sur le porte-capteur. 

Le capteur 7 ^ defilement, d§crit ci-dessus, int§gr6 dans la plate- 
forme 1 permet d'avoir un appareiliage efficace dans le domaine des 
micro-cultures automatisSes en parallele. Outre la G6nomique et la 
Prot6omique, de nombreuses autres applications sont possibles : 
25 - Comparaison de souches, physiologie microbienne; 

- Mise au point de milieux de culture; 

-etude des effets simultanes des facteurs multiparametriques 
environnementaux (microbiologie predictive). Cas de souches d§llcates d 
cultiver (latence et temps de generation eleves); 
30 . - Optimisation des proced6s de culture, scale-up; 

- etude des biofilms; 

- D6pollution (6tude de la dScantation, enrichissement de souches, 
cultures mixtes); 

- Screening de souches; 

35 - Criblage de composes d'interet pharmaceutique; 
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- Biotransformations; et 

- Therapie cellulaire, etat physiologique. 

Les secteurs d'appiication couvrent de nombreux domaines : 

- Agroailmentaire; 

5 - Industrie pliarmaceutique; 

- Microbiologie ciinique; 

- Environnement (biofilms. poiiuants), depollution et traltements; 

- Laboratoires et industries des fermentations; et 

- Reclierclie. 

10 A titre d'exemple. on d§crlt plus bas une application majeure dans 

le domaine de la biotechnologie, solt I'etude des biofilms. 

Une des causes essentielles des maladies nosocomiales (10 000 
morts par an en France) est la formation de biofilms bact6riens et de 
levures sur les catheters ou divers implants m6dicaux ou chirurgicaux. 
15 Pour mettre au point des strategies therapeutiques anti-biofilms, it est 
necessaire, d'une part. d'6tudier le developpement de ces biofilms et de 
trouver des drogues susceptibles de modifier leurs cin6tiques de 
formation et. d'autre part, de caract6riser les plastiques ou autres 
matieres sur lesquels I'adherence microbienne est diminu6e voire 
20 supprimee. Les micro-fermenteurs avec la mesure en continu de la 
turbidrte et la connaissance precise et reproductible des phases de 
croissance se prStent parfaitement bien a une telle 6tude. En particulier, 
le capteur a defilement peut jouer un role essentiel. 

Prenons I'exemple simplifie suivant selon lequel on veut observer 
25 les propriet§s antiadiierentes de plastiques de diverse nature, par 
example du nylon, t§flon, PVC, polycarbonate, etc. On Introduit dans les 
tubes des micro-fermenteurs des petites languettes de diffferents 
plastiques. de telle fagon que leurs faces soient perpendiculaires au 
faisceau lumineux du capteur de turbidite. On ensemence la culture avec 
30 une souche microbienne hyperadherente. La croissance s'effectue et la 
souche adhere sur les diff6rentes languettes avec une cin6tique 
particuliere liee a la nature du plastique. Le capteur d defilement est 
programme pour se positionner pr6cis§ment, a des intervalles de temps 
programmes, devant les differentes languettes. Les differences de 
35 turbidite mesurees pemiettent de deduire la sensibiiite de ces plastiques 
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^ l'adh6rence des cellules. Un autre essai comptementaire peut dtre 
d'ajouter des antibiotiques et d'observer la disparition des blofilms selon 
les materiaux et leurs 6paisseurs. Pour tenir compte de I'adherence sur 
le fermenteur lui-meme, un dispositif peut consister k mesurer la turbibite 
5 ^ travers le fermenteur en y inserant 0, 1 ou 2 lamelles de verre. Les 
Equations obtenues permettraient de connattre i'§palsseur du biofilm sur 
le fermenteur lui-m§me et la turbidite des cellules en suspension. Un 
autre dispositif pounrait consister S utiliser un tube presentant des zones 
avec plusieurs largeurs, done avec des chemins optiques differents. Un 
10 autre moyen consisterait a traiter le fermenteur pour rendre sa surface 
interne non adh6rente. 

Dans le meme ordre d'idie, il serait possible de determiner les 
vitesses de decantation de cultures microbiennes et de metlre au point 
des syst6mes d'enricliissement en mutants floculants, en vidangeant 
1 5 automatiquement les cultures § un certain taux et en rajoutant ensuite du 
milieu neuf (cultures cycliques). 

Une autre fagon d'analyser des cultures microblennnes, pourrait 
consister & mesurer les turbidit6s d diff6rentes longueurs d'onde et d 
traKer les equations obtenues, dont les coefficients sont fonction de la 

20 taille des cellules. 

L'invention devrait s'averer un outil important dans les domaines de 
la chimie et I'environnement, pour les memes raisons de diminution des 
coOts, de I'augmentation de la puissance analytique par Tutilisation des 
multi-capteurs, de I'augmentation de la fiabilite des mesures. de 
25 I'automatisation des mesures et du traitement infomiatique en ligne. 

La pr6sente plate-forme de cultures automatisee utilise aujourd'hui 
des r^acteurs en verre qu'on doit conditionner et autoclaver avant chaque 
nouvel usage. De meme, I'introduction de milieu sterile dans les 
reacteurs se fait sous une hotte bacteriologique. Ces contraintes peuvent 
30 §tre per^ues comme des inconvenients dans le sens d'une parte de 
temps entre chaque cycle de culture, alors que ces cycles de culture sont 
. totalement automatises. On pourrait ainsi concevoir un systfeme de 
sterilisation en ligne des reacteurs, couple a une introduction automatisee 
de milieu de culture. D'autre part, on peut envisager ia mise au point de 
35 reacteurs st§riles en polycarbonate, prgts d I'emploi et & usage unique. 
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L'une ou I'autre de ces deux solutions devraient renforcer ia dimension 
automatis6e et a terme robotis6e de ia teclinologie propos6e. 

Controle et regulation indeoenda nta da la temnferature DOUr 
chaaue culture 

5 La regulation de ia temperature de croissance est un parametre 

essentiel dans la conduite d'une culture microbienne. Le piate-fomne 1 
selon rinvention comporte done un syst^me de regulation de la 
temperature 17 (voir h la Figure 8). Cette regulation pour tous las micro- 
fermenteurs 3 de la batterie peut preferentiellement etre une regulation 
10 de la temperature par effet Peltier, independante et programmable pour 
chaque micro-fermenteur 3 (plage de -5°C ^ SOX). 

Le systeme ^ effet Peltier 17 qui est illustre aux Figures 8, 9A, 9B et 
10 comprend des dissipateurs themniques 42 munis de ventilateurs 44.. 
Le contrdle de la temperature est assure par des regulateurs RID 
15 (Proportionnel Integral Derive) autonomes et independants, couples d 
des modules k effet Peltier. Les temperatures de consigne (0 a 65 X) et 
celles mesur§es par des sondes Pt100 sont transmises via une liaison 
RS-485 entre les modules tliermiques et I'ordinateur. 

La possibilite de programmation des temperatures de culture est un 
20 facteur essentiel dans I'optimisation des proc6des bacteriologiques. La 
possibilite de fixer automatiquement la temperature, ou de realiser des 
increments de temperature, permet d'optimiser la production de 
proteines sous forme soluble, en effectuant par exemple les cultures a 
basse temperature. La programmation independante de ce parametre 
25 pour ciiaque reacteur, permet selon la souche bacterienne ^ cultiver, ou 
selon la sequence specifique du gene e exprimer, de choisir la 
temperature la plus favorable e la croissance ou e I'expression de 
proteines recombinantes. 
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Automatisation des operations d'in tection et de pr6levement 
d'echantillons en cours de proc6d6s 

Tel que montr6 aux Figures 14A et 14B, un automate 
injecteur/6chantillonneur 15 est integre ^ la plate-forme 1 de cultures en 
5 micro-fermenteurs 3. II permet, en fonction d'une valeur de la turbidity 
mesuree en temps r6el ou du temps ou de tout autre param^tre mesur6 
dans le reacteur, et pr6d6finis par un op§rateur, d'injecter 
automatiquement un ou plusieurs produits (substrats, inducteur). 
Uautomate injecteur/6chantillonneur 15 peut fonctionner de fagon 
10 synchronise avec le capteur 7 de mesure de turbidit6 en ligne, et assure 
I'introduction automatique de I'inducteur a la phase de culture 
correspondant S la valeur de turbidite programm§e par rutilisateur. En 
outre, dans le cas oCi il est necessaire de suh/re des cin6tiques 
d'expression de proteines, cet automate 15 permet de faire des 
1 5 pr6ISvements de volumes variables sur toutes les cultures en cours et de 
. les stocker a 4°C. Chaque operation est supervisee par le programme 
Informatique g^rant I'ensemble des taches de la plate-forme. 

Tel qu'explique pr6c6demment, la piate-fomie 1 comporte un 
support regule en temperature grSce d des modules ^ effet Peltier. 
20 capables de maintenir une temperature de oonsigne de A'C. Ce support 
accepte des blocs amovibles (350 x 25 mm par exemple) perc^s de 20 A 
24 trous pouvant recevoir des petits flacons de 12 x 32 mm. d'une 
capacite de 0,2 mL a 2 mL maximum. Des blocs adaptes a des flacons 
de tallies differentes peuvent etre integr6s sur le support. Dans ce cas, 
25 les blocs comportent des 6l6ments d'identification permettant au syst§me 
de pilotage du support de s'adapter automatiquement. 

Une zone de stockage surplombe une des extremites du support et 
protege des porte-aiguiiles amovibles 19 dont le nombre est fonction du 
nombre de reacteurs utilises. Cette zone de stockage est equip6e de 
30 petites resistances chauffantes chargees de steriliser I'extr6mite des 
aiguilles et d'un collecteur pour drainer des projections 6ventueiles de 
liquide. 

Les porte-aiguilles 19 sont places sur des modules monte-baisse 
motorises fixes sur un guide mobile circulant le long de deux rails 
35 paralieies. Ce guide mobile est solidaire d'une courroie crantee entraTnee 
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par un moteur pas ^ pas sous controle informatique. On comprendra que 
le guide mobile peut §tre solidaire du porte-capteur 9 d§crit 
pr6c6d6mment. Bien entendu, il est possible d'avoir des guides mobiles 
pour les porte-aiguilies 19 qui soient pr6ferentieliement ind6pendants du 
5 porte-capteur 9 contenant le capteur de turbidite. 

Les porte-aiguilies 19 sont amovibles et installes sur I'automate en 
fonction du nombre de voles utilis^es. A charge du contrdle Irtfomiatique 
d'identifier nombre et position des porte-aiguilies 19, ainsi que le type de 
. blocs pour flacons 33 et de proposer ^ Tutllisateur un choix restreint et 
10 adapt6 d'actions. Pour elargir les possibilit^s d' utilisation, il peut §tre 
interessant d'utiliser deux (2) systemes de d6placement capables de 
g6rer chaoun quatre (4) porte-aiguilies. 

Tel que montre a la Figure 14A, un porte-aiguille 19 est compose 
de 4 Elements principaux : 
15 . Un galet presseur 23 ecrasant un tuyau souple 25 par le blais 

de deux ressorts 27; 

- Un piston mobile 29 a rappel par ressort 31 et dont la partie 
inferieure est constitute d'une tete pemiettant le centrage et le maintien 
du col du flacon 33 pendant l.'operation. et d'une encoche 32 d I'extremite 

20 supferieure pemnetlant de soulever le m6canlsme presseur 23 et de 
laisser le fluide circuier; 

- Une aiguille 35 renforc6e relive au tuyau souple 25; et 

- Un canal de purge 37 dont I'une des extremit§s, parall6le S 
raiguille, est utilisee pour transmettre une «infonnation pneumatique» 

25 recuperee par le purgeur 39. 

Le purgeur 39 est constitue d'un circuit 4 voles dont 2 sont reli6es 
au reacteur par un tube capillaire 41A et 6quip6es chacune d'un ressort 
de contre-pression 43 et d'une valve en caoutcliouc 45 places en 
opposition. Les deux autres voies 41 B sont reliees au porte-aiguille 19 
30 par deux tubes capillaires. Le volume mort est done simplement fonction 
de la distance entre le reacteur et le purgeur et du diamdtre int6rieur du 
capillaire utilis6 pour les connecter. Le purgeur 39 ne n6cessite aucune 
commande supplementaire. II est sttrilisable. 

Des flacons 33 pressurises ou sous vide permettent d'eviter d'avoir 
35 recours a des 6lectrovannes ou des pompes. II est ais6 de trouver dans 
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le commerce des flacons de faible volume stirites et sous vide. Pour les 
transferts sous pression, on injectera le solute et le volume d'air 
necessaire ^ la compression avec une aiguille fine a travers un bouchon 
sp§cifique a 6paisseur variable, dans un flacon dej^ serti et sterile. 
5 Une autre solution serait I'utilisation d'un tube capsul6 dont le fond 

serait remplac6 par un bouciion 6tanche et resistant ^ une piqOre 
d'aiguille. La surpression dans ie micro-fermenteur 3 6tant tr6s faible, la 
pression interne nScessaire dans le flacon 33 ne devrait pas exc6der 0,5 
A 1 bar. 

10 Les portes-aiguilles 19 etant solidaires d'un m§me guide mobile, 

rautomate ne peut effectuer qu'une action k la fois. Le programme de 
controle doit lui indiquer avec quelle aiguille et sur quel flacon 11 dolt 
op6rer, et memoriser les 6venements en attente dans une pile « premier 
entre - premier sorti ». Consid6rant que la duree d'un cycle serait de 15 

1 5 secondes au maximum, le temps d'attente entre la demande d'op§ration 
et son execution serait de 2 minutes maximum (cas de 8 micro- 
■ fermenteurs), ce qui est largement suffisant ^ I'^chelle d'une culture 
bact§rienne. 

Un cycle standard comporte les actions suivantes : 
20 - Le guide mobile positionne pr6cis6ment les modules porte- 

aiguilles 19 a I'aplomb du flacon 33 choisi. Le module monte-baisse 
entraTne le porte-aiguilie 19 correspondent vers le flacon 33 pour les 
operations de transfert; et 

- L'aiguille 35 traverse le bouchon en caoutchouc du flacon 33 et 
25 le porte-aiguille 19 atteint sa position basse pr6d6finie. Au contact avec 
le col du flacon 33 le piston 29 remonte et libfere momentan6ment le 
galet presseur 23 a rint6rieur du porte-aiguille 19. L'extr6mit6 du canal 
de purge 37 est bouchee par un contact femie avec le bouchon 28 du 
flacon 33 (mais sans le percer). 
30 Si le flacon 33 est pressurise et.contient une solution a transferer 

dans le r6acteur : 

-Le transfert du liquide s'effectue a travers la sortie (OUT) du 
purgeur 39 car la vole IN ne peut que se femner sous la pression (voir d 
la Figure 14H); et 
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- Le volume de gaz comprim§ en exc§s suffit k purger le tube 
capillaire. 

Si le flacon 33 est en depression : 

- Le liquide est aspire uniquement par I'entree sup6rieure (IN) vers 
5 le fiacon 33 car ies 2 autres voies sont obturees (voir Figure 14F); 

- Au bout d'un certain temps, le ressort de contre-pression 43 6gale 
la depression et le transfer! s'interrompt. Mais il existe toujours d 
I'interieur du flacon 33 una depression residueile, identique d la force du 

ressort (voir Figure 14G); 
10 -Le porte-aiguille 19 remonte d'un cran (ou lentement) et lib§re le 

canal de purge 37 (aide en cela par le ressort de rappel 31 du piston 29 
qui repousse le flacon 33) sans pour autant totalement d6gager I'aiguille 
35. L'air (cette vole devra 6ventuellement comporter un micro-filtre 
st6rilisant) p6netre dans le canal 37 et transvase le liquide encore 
1 5 contenu dans le tube capillaire entre le purgeur 39 et le flacon 33; 

- Le piston 29 repousse en fin de course le flacon 33 et le galet 
presseur 23 revient en position; 

- Le module monte-baisse ramdne en position haute le porte- 
aiguille 19 (voir Figure 14A); et 

20 - Le guide mobile se repositionne dans sa zone d'attente et les 

aiguilles sont st6rilisees par la chaleur des mini-resistances. 

L'automate injecteur/echantillonneur 15 apporte un concept 
nouveau parfaitement Integra a la batterie de micro-femienteurs 3. 

L'automate 15 pemnet I'asservissement des actions grSce d des 

25 tubes d'injection et de prdlevement en pression ou depression. Les 
volumes des solutions injectees et des echantillons sont pr§d6tennln6s. 
Le dispositif ne necessite pas d'autres elements exterieurs, comme des 
electrovannes. des mises en pression des femfienteurs, des pompes. 
etc. 

30 L'automate 15 n'a besoin que d'une seule ligne pour les injections 

et les pr616vements, ii offre les avantages suivante : compacit6; 
minimum de ligne de canalisation (volume mort); grande ergonomie; 
possibilite informatique de gerer I'emplacement de chaque tube 
(tragabilite); pas de risque de contamination crois6e. 
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L'utilisation de tubes en surpression et tubes en depression qui 
sont ^1 usage unique simplifie et securise les manipulations. Au niveau 
du laboratoire, la mise en pression et depression peut se faire 
simplement a I'aide d'une seringue sterile sous une hotte a flux 
5 laminaire, en utilisant de preference des bouchons d double epaisseur. 
D'autres dispositifs peuvent §tre utilises. 

Uouverture des canalisations s'effectue au niveau du porte-aiguille 
19 par un dispositif mecanique, la came (galet presseur 23). simple, 
robuste et peu coOteux. dont le mouvement est fonction de la position de 
10 raiguille 35 dans le flacon 33. Le purgeur 39 et le canal de purge 37 
permettent de vider completement, sans commande suppl6mentaire, les 
canalisations apres les operations de prel§vement 

Une autre variante. plus simple au point de vue m6canique mais 
moins performante pour le proc6d6, consiste a utiliser un porte-aiguille 
15 depourvu du purgeur et du canal de purge. Cette variante necessite 
cependant, avant chaque operation de prelevement, une purge qui 
s'effectue par le deplacement du porte-aiguille vers un tube ou flacon 
poubelle. 

Une troisieme variante de porte-aiguille est envisageable : cet autre 
20 dispositif consiste en une double ou triple aiguille (une reli6e au 
fermenteur comme precedemment, une amenant un gaz sous pression, 
une branchee sur le vide) pour des operations plus complexes (par 
exemple des alimentations ou des prelevements de volumes 
importants). 

25 Uautomate 15, integre a la plate-forme 1 de cultures en batteries de 

micro-r6acteurs 3, apporte un nouveau concept d'introduction de 
solutions et de prelevements d'echantillons, penmettant de mener en 
parallele et de fafon totalement automatis6e des cultures depuis 
rintroduction des pre-cultures jusqu'au stockage final. 

30 L'introduction de liquides dans les micro-fennenteurs peut 

s'effectuer par differents moyens conventionnels : 

- Des flacons en surpression, contenant des milieux de culture ou 
des solutions quelconques, sont relies aux fermenteurs (ceux-ci sont 
pratiquement S la pression atmospherique sauf si les sorties d*effluents 

35 sont obturees) par des canalisations (en mannifolds). Des 6lectrovannes 
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Tout Ou Rien (TOR) a fecrasement ou proportionnelles (st6rilisables) sont 
pilotees par Tordinateur. L'ouverture de celles-ci permet la circulation des 
liquides grSce au gradient de pression de Tamont vers i'aval. Les debits 
peuvent etre regies par des debitm^tres ou grace a des capillaires 
5 exergant des pertes de charge variables (tube t6fion de 0,5 mm par 
exemple). Pour une pression amont constante, les -debits sont 
remarquablement constants, lis sont une fonction simple des longueurs 
de capillaire; et 

- Des seringues ou une pompe contenant la solution a introduire 
10 sont reliees a un ou plusieurs fermenteurs a I'aide de mannifolds. Les 
pousse-seringues pilotables permettent une alimentation variable selon 
les besoins de la culture. L'avantage des seringues est d'avoir des debits 
constants, quelle que soit la viscosite des milieux. 

Ces dispostifs peuvent permettre Tintroduction de solutions, par 
15 exemple en ouvrant une electrovanne ou en actionnant le pousse- 
seringue, ou le prel^vement d'echantillons, par exemple en bloquant la 
sortie des effluents gazeux par fermeture d*une electrovanne (d'ou mise 
en surpression du fennenteur) et en autorisant le passage du 
prelevement par ouverture d'une autre electrovanne (on peut aussi 
20 utiliser une electrovanne a pincement a deux voles, une normalement 
fermee au repos (purge), une normalement ouverte (6vent)). 

Cependant, ces dispositifs sont plus difficilement adapt6s a la plate- 
forme pour toute une serie de raisons : 
Encombrement; 
25 . - Cout; et 

Complexity de montage. 
Uautomate injecteur/echantillonneur 15 apporte des avantages 
aussi bien au niveau des performances de Tappareillage que dans la 
conduite automatisee des precedes. 
30 Un des avantages de la presente invention se situe au niveau de 

Tasservissement des actions grace a des tubes en pression ou 
depression. AInsi, le fait de disposer de tubes en pression ou depression 
de volumes variables simpiifie 6normement les procedures de culture, 
par exemple : 
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-Des tubes de 0,5 mL d 2 mL ou plus en surpression, a 4''C, 
contiennent chacun les differentes pr6-cultures en phase exponentielle. 
Au moment de i'injection, les cultures (60 mL) sont ensemencees au 
' 1/20 (ce qui est classique comme dilution); 
5 - Des tubes de 2 mL contiennent 0,5 mL a 2 mL ou plus de solution 

d'inducteur qui sont introduits a la DO convenable; et 

- Des tubes de 0,5 mL a 2 mL en d6pression vont servir a recevoir 
les pr6levements. Un mL est amplement sufflsant pour effectuer les 
analyses courantes. 

10 Le fait de n'avoir qu'une ligne utile ^ la fois pour les injections et les 

pr6l6vements procure de nombreux avantages : 

-Une plus grande ergonomie, pour 6viter des lignes multiples 

souvent difficiles a identifier, d*ou une plus grande facilit6 opferationnelie 

et moins de risque de contamination; 
15 - Le volume de cette ligne est minimaiise pour eviter des volumes 

morts et des pertes de culture, ce qui n'est pas le cas lorsqu'on utilise 

une pompe; et 

- Pas de contamination croisee, gr&ce au principe de circulation des 
liquides et A la sterilisation des aiguilles. 

20 Les tubes en surpression et tubes en depression permettent le 

deveioppement de produits consommabies (tubes en verre ou en 
plastique obtures par un septum, mannifolds de lignes d'alimentation 
avec des raccords eprouves, etc.) a usage unique, specifiques de la 
presente technologie, pouvant contenir des solutions pretes a I'emploi : 

25 inducteurs, antibiotiques, milieux particuliers^ etc., d'oCi des avantages 
§conomiques et pratiques. 

Par ailleurs, le systeme de vidange automatique des canalisations 
apporte encore une plus grande simplicite dans le fonctionnement. 

La conduite automatique d'une culture complete et de bonne qualite 

30 implique : 

- Des pr6-cuitures en phase exponentielle; 

- Un suivi de la culture en mesurant revolution des param^tres, en 
. particulier la concentration cellulaire; 

- Des actions, comme Tlntroduction de I'inducteur, au moment ou a 
35 la DO decides; 
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-Des prel^vements pour evaluer la production en vue de la 
controler ou de Toptimiser; et 

- Le stockage des cultures. 

L'automate injecteur/echantillonneur 15, int6gre aux micro- 
5 fermenteurs 3, contribue a rempiir ces conditions, par exemple dans le 
cas de cultures recombinantes: 

- Les pre-cultures obtenues en phase exponentielle de croissance 
sont stockees dans cet etat sur les racks de Tautomate a 4 °C, 
permettant ainsi un d^marrage des cuKures dans les rSaoteurs avec des 

10 phases de latence reduites; 

- Ellas sont injectees dans les micro-fermenteurs, selon le 
programme, par exemple a une heure donnee de la nuit, defagon a avoir 
le matin une culture en phase exponentielle; 

- Les cultures croissent, souvent avec des cinetiques diff6rentes. 
15 Lorsque, pour chaque culture, la DO d'induction est obtenue, Tinducteur 

est introduit automatiquement dans le micro-fermenteur en question; 

- Des prelevements sont effectues afin d'etablir la cinetique de 
production de la proteine; et 

- En fin de culture, apres le nombre fix§ d*heures d'induction. les 
20 cultures peuvent etre directement refroidies dans le r6acteur ou 

transferees dans des fiacons de stockage. 

L'automatisation des cultures est un facteur essentiel pour la 
standardisation et Toptimisation des procedures de culture. Elle contribue 
a un score 61ev6 de bonnes cultures, tout en facilitant, par un 

25 enregistrement en ligne des operations declench6es et de leurs impacts 
sur la culture, TinterprStation des raisons d'une production moindre ou 
meilleure (mise en cause de la construction ou de la difficult^ 
d'expression des genes clones : codons rares, proteines insolubles sous 
forme de corps d'inclusion ; effets de constituants du milieu, de la 

30 temperature, etc.). 

A terms, les tubes de prelevement d'echantillons ou de fin de 
culture sont stockSs sur les racks de l'automate qui pourront §tre pris par 
un robot pour pouvoir effectuer les etapes ult6rieures des proc6des de 
culture : centrifugation, cassage ou lyse des cellules, dosage des 

35 proteines, etc. 
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En ce qui concerne la tra9abilite. les tubes peuvent etre identifies et 
ainsi pennettre le suivl des diverses operations. 

Uautomate injecteur/6cliantillonneur, decrit ci-dessus, integr§ dans 
la plate-forme automatisee de micro-fermenteurs permet d*avolr un 
5 appareillage efficient dans le domaine des micro-cultures automatisees 
en parallele. 

Outre la Genomique et la Prot6omique, de nombreuses autres 
applications sont possibles : 

- Enricliissement, selection, adaptation des microorganismes a des 
10 environnements particuliers; 

- Comparaison de souches, physiologie microbienne; 

- IVlise au point de milieux de culture; 

-£tude des effets simultan§s des facteurs multiparam6triques 
environnementaux (microbiologie predictive); 
15 -Cas de souches delicates a cultiver (latence et temps de 

generation eleves); 

- Optimisation des procedes de culture, scaling-up; 

- Etude des biofilms; 

- Depollution (etude de la dfecantation, enrichissement de souches, 
20 cultures mixtes); 

- Marquage de prot6ines C^C, ^®N, selenomethionine, eau lourde); 

- Screening de souches; 

- Criblage de composes d'interet pharmaceutique; 

- Bio-transformations; et 

25 - Therapie cellulaire, etat physiologique. 

Les secteurs d'application couvrent de nombreux domaines : 

- Agroalimentaire; 

- Industrie pharmaceutique; 

- Microbiologie clinique; 

30 - Environnement (biofilms, polluants), depollution et traitements; 

- Laboratoires et industries des fermentations; et 

- Recherche. 

L'invention devrait s'averer un outil important dans les domaines de 
la chimie et de Tenvironnement, pour des raisons de diminution des 
35 couts et de Tautomatisation des operations d'injection et de pr6ISvement 
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Certaines societes de fermenteurs de laboratoire de 1 a 20 litres 
utilisent le logiciel Labview® pour piloter les precedes de cultures. 
L'integration de cet automate dans Tenvironnement Labview® selon la 
presente invention pourrait apporter un avantage significatif a ces 
5 appareillages. 

Implantation de micro-electrodes de pH et de 0O7. pour le suivi 
et la regulation de ces parametres. 

La platine des micro-femnenteurs 3 a 6t§ congue pour recevolr des 
mlcro-6lectrodes de pH et de p02, pour la maTtrise de la regulation de 
10 ces parametres et garantir des conditions de cultures optimaies. Les 
differents gaz necessaires circulent grace a une surpression de 0,3 ^ 0,6 
bar de Tamorit vers Taval. Un systeme d'electrovannes programmables 
permet de realiser des melanges gazeux air/02 optima pour obtenir des 
concentrations cellulaires trds felevees (plus de 100 de DO pour la 
15 bact6rie E. CO//). 

Maintien du systeme de culture en surpression. 
Afin de repondre a I'exigence de la sterilite des cultures 
bacteriennes en cours, Tensemble des cultures est maintenu en legere 
surpression. Pour une security accrue, les effluents liquides ou gazeux 
20 sont canalises et trait6s chimiquement. 

Procedes de cultures bacteriologiques 

Les potentialites d'utilisation de la plate-forme automatisee de 
cultures en Micro-Fermenteurs, ont ete pleinement demontrees dans le 
domaine particulier et trds actuel de {'expression de proteines 

25 recombinantes heterologues, chez E, coli (proteines de Mycobacterium - 
projet G6nopole IP). Uoptimisation de procedes de culture (mise au point 
. de milieux de culture sp6cifiques, optimisation des transferts d'oxygene 
dans les reacteurs. determination des conditions optimaies d'induction et 
de recolte) a permis d'atteindre des niveaux d'expression, en proteines 

30 solubles, tres eleves. Ces resultats s'inscrivent dans I'objectif de la 
presente invention de proposer un outil automatise de production, 
combine a un savoir-faire, pour r6pondre aux nombreux programmes 
internationaux de genomique structurale. 
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Gestion et suoeivlslon informatiaue des proc6d6s 

Uenvironnement electronique et informatique developpe (interfaces 
electroniques de communication National Instruments et ecriture des 
programmes sous logiciel Labview ® ) permet, pour les huit cultures 

5 reaiisees en parallele, une conduite graphique et un suivi simplifie des 
procedSs en cours, a toutes les Stapes de ieur deroulement. La 
programmation permet de gerer Tautomatisation ind6pendante des huit 
(8) reacteurs, comme les phases d'introduction de solutes, de 
prSlevement d'echantillons, de reguler divers paramfetres tel le pH et la 

10 p02, ou de refroidissement en fin de culture. 

La plate-forme decrite lei correspond a un nouveau concept dans le 
domaine de la bact§riologie, ceiui de pouvoir mener en parallele et de 
fagon totalement automatis6e des cultures miniaturisees dans un 
syst6me Integra sous forme de batteries de reacteurs. 

15 Les reacteurs de cultures 

La section carree des reacteurs de culture permet d'offrir une 
optique adaptee a la mesure en ligne de la turbidite. Le faible volume de 
60 mL dans les conditions de culture qui ont ete optimisees est suffisant 
pour les besoins de production en biomasse ou en prot6ines 

20 recombinantes en vue d'analyse cristallographiques ou fonctionnelle de 
ces prot6lnes. Ce faible volume permet la reduction de rencombrement 
des batteries. Ce volume de culture conduit ^ une utilisation moindre des 
milieux de culture parfois couteux. U utilisation de frittes poreux, pour la 
dispersion des gaz d'aeration, et I'utilisation d'oxygene pur augmentent 

25 considerablement Tefficacite des transferts d'oxygene, et remplacent 
avantageusement les agitations mecaniques ou magndtiques. 
L'architecture de ces reacteurs permet rimplantation sur une platine, de 
micro-sondes de pH et de pOa, relives a des transmetteurs 
electroniques, Ces capteurs assurent la mesure de revolution de ces 

30 deux parametres pendant la culture bacterienne. Une electrovanne 
assure le melange de gaz d'aeration (air et O2) et peut maintenir un taux 
d'oxygene dissout dfefini par Tutiiisateur. La regulation du pH est 
egalement prevue par ajout de solutions alcalines ou acides. Le 
programme informatique assure le suivi et la regulation P.I.D. de ces 

35 . paramdtres. 
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Gestion et automatisation des procedes 
On d6finit par automatisation des cultures miniaturisees. la 
possibilite de dSclencher un Svenement ou une suite d'ev§nements de 
fagon programmee et sans intervention de rutilisateur. Uoriginalite du 
5 systeme selon rinvention est que ce declenchement d'evenements est 
directement sous la dependance d'une valeur de turbidity mesuree en 
ligne sur la culture. Cette valeur de turbidite est directement correl6e ^ la 
densite cellulaire dans le reacteur et constitue un parametre essentiel de 
toutes les cultures. Le fait que cetle mesure de turbidite puisse §tre 
10 realisee de fagon pratiquement continue, sur une plage tres large de 
valeurs de densite cellulaire, sans aucune intervention de Toperateur et 
perturbation sur les cultures, permet de declencher, en parallele sur 
toutes les cultures en cours, des fonctions diverses pratiquement 
* instantanement, des qu*une consigne particuliere de turbidit6 a ete 
15 atteinte. Cette automatisation est un gage de standardisation et de 
calibration des conditions sous lesquelles les cultures sont realisees. Ces 
criteres sont particulierement importants dans des etudes de selection de 
souches ou d'optimisation de procedes. 

On rappelle ci-dessous les avantages specifiques d*une realisation 
20 de la presente invention sur les technologies de cultures en batteries 
commercialisSes par les soci§t6s DASGIP et INFORS et pr6cisons les 
avantages que seule la presente invention peut offrir : 

- Miniaturisation des cellules de culture : les reacteurs developpes 
ont un volume de 60 mL, et s'apparentent a des fermenteurs classiques 
25 du fait de la possibilite d'implanter des sondes de pH et de p02. Les 
technologies de DASGIP et d*INFORS proposent des reacteurs d'un 
volume minimum de 150 mL. Du fait du faible volume des r6acteurs, les 
batteries selon Tinvention presentent un encombrement r6duit adapte 
aux contraintes d'espace dans les laboratoires; 
30 - Garantie de la standardisation des cultures : le precede est le seul 

sur le marche a proposer une mesure directe, s6quentielle et en ligne de 
la turbiditS de toutes les cultures en cours par une cellule unique de 
mesure defilement. 11 existe d'autres systfemes fond6s sur des 
estimations indirectes de la concentration cellulaire, a travers la mesure 
35 de divers param6tres de culture (pH, consommation d'oxyg^ne. potentiel 
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redox, concentrations de substrats. etc.). Ces mesures n§cessitent. pour 
chaque culture, drfferents capteurs inseres dans le reacteur et sujets d 
des d6rives en cours de fonctionnement. Dans le cas present, le systSme 
de mesure, etant unique et localise a Texterieur du rfeacteur, offre une 

5 meilleure garantie de stability au niveau des reponses. Le present 
systeme pemnet de connaTtre et de comparer en temps r6ei la phase de 
croissance de toutes les cultures r^alisees en parallele; et 

- Automatisation des precedes : sur un plan general, 
Tautomatisation d'un precede de culture a pour objectif de limiter au 

10 maximum, voire d'exclure totalement, Tintervention de Tutilisateur sur le 
proc6de en cours. Les avantages de cette technologie robotisee de 
culture sont multiples : standardisation des taches realisees par 
Tautomate d travers des operations mecaniques d'une tr§s grande 
rapidite. sterilite, fiabilite et precision; possibilite d*appliquer au proc§d6 

15 une production a haut debit; possibilite de realiser des cultures meme si 
celles-ci necessitent des plages horaires incompatibles avec la presence 
de I'utilisateur; integration du proc6dfe automatise de culture dans une 
chaine de traitement automatise des produits de cette culture 
(centrifugation et traitement des culots ou des surnageants de culture, 

20 purification et analyse en ligne par d'autres automates). 

La technologie de la plate-forme automatisee de cultures selon la 
. presente invention est la seule a repondre, avec flexibilite, d I'ensemble 
de ces avantages. Les precedes de DASGIP et d'INFORS correspondent 
en fait d un systeme de cultures en reacteurs de faible volume (150 mL) 

25 en parall6le, mais ne sont pas totalement adapt6s et conpus pour 
rdpondre d des objectifs d'automatisation. 

Sur le plan plus specifique de I'optimisation des cultures, 
I'automatlsation permet d'optimiser les differentes etapes d'un precede 
de culture : 

30 -Les inoculum peuvent etre arretes en phase exponentielle de 

croissance et conserves dans cet etat, permettant un d6manrage des 
cultures en minimisant la phase de latence; 

- Au cours de la croissance des cellules, le controle automatise des 
apports d'oxygene en fonction de la turbidite des cultures permet de 

35 travailler constamment a la concentration en O2 la plus favorable et 
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d'eviter, en cas d'anaerobiose partielle, la production d'ac6tate inhibiteur 
de la synthese des proteines recombinantes ou en cas de concentration 
trop elevee d'02, la synthese de proteines de stress (dont des proteases 
pouvant hydrolyser la proteine produite); 

5 - Les cliangements automatises de temperature, selon des 

sequences programmees se declenchant en fonction de la mesure en 
ligne de la densite cellulaire ou de la valeur d'autres parametres, 
permettent d'adapter et d'orienter le plus etroitement possible, les 
syntheses cellulaires dans le sens desire par I'utilisateur. 1! est ainsi 

10 possible de cultiver d'abord les cellules a la temperature autorisant un 
taux de croissance optimum (30 ou 37 X) et obtenir rapidement de la 
biomasse, puis, afin de favoriser la synthase de proteines solubles, de 
d6clencher a une density cellulaire pr§definie, une baisse automatisee 
de la temp6rature (a 15**C ou moins si besoin) et une introduction de 

15 rinducteur (IPTG par exemple) qui est controlee. En fin de phase 
dinduction, la temperature est automatiquement ramenee a la 
temperature choisie, par exemple 4''C, et permet ainsi de conserver la 
culture dans des conditions optimales d'attente de traitement (cas des 
cultures de nuit); et 

20 - Les prises d'echantillons, pemnettant de suivre les cinetiques 

d'expression d'une proteine donnee, sont automatiquement realis6es 
par Tautomate injecteur/echantillonneur. 

L'automatisation des cultures est un facteur essentiel pour la 
standardisation et Toptimisation des procedures de culture. Elle 

25 contribue A un score eleve de bonnes cultures, tout en facilitant, par un 
enregistrement en ligne des operations declenchees et de leurs impacts 
sur la culture, {'interpretation des raisons d*une production moindre ou 
meilleure (mise en cause de la construction ou de la difficult^ 
d'expression des gfenes clones : codons rares, proteines insolubles sous 

30 forme de corps d'inclusion; effets de constituants du milieu, de la 
temperature). 

La presente invention permet la simplicite de la mise en oeuvre : la 
plate-forme est constituee d'une batterie compacte de huit (8) micro- 
reacteurs (extensible a douze (12) ou plus). Les micro-femnenteurs peu 
35 couteux, d'entretien aise, sont faciles inserer dans les batteries et a 
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raccotxler de fa^on fiable aux diverses canalisations de circulation des 
gaz et des liquides. Les programmes graphiques de commandes sont 
conviviaux grace a une presentation visuelle des precedes en cours, sur 
I'ecran de i'ordinateur de commande. L'interface informatique a 6t6 

5 developpee pour une prise en main rapide du precede par les 
utilisateurs. Eile pemriet de gerer la conduite des cultures, T^talonnage 
precis des sondes et du capteur de turbidlte a defilement et autorise, si 
n6cessaire, la modification des parametres de culture en fonction du 
comportement de la culture. 

10 Les diverses options ou precedes derives de la presente 

technologie de cultures automatisees, permettent d'ouvrir le champ ^ de 
nombreuses applications : 

- Cultures automatisees de tres faibles volumes pour la selection 
de nouvelles molecules k usage th6rapeutique. dirigees centre des 

15 souches bacteriennes maintenues en croissance optimale ou dans des 
conditions predefinies par Texperimentateur. Ces cultures seront 
realisees dans des tubes aeres (2 a 5 mL), portes par des racks, avec 
mesure en ligne de la turbidity par le capteur a defilement et injection 
programmee de toute molecule en cours de culture. Aujourd'hui, la 

20 culture automatisee en micro-plaques agltees, tres largement utilis6es 
dans tous les projets bio-medicaux, est la seule disponible pour ce type 
de projet. Dependant la croissance des cultures utilisant cette technique 
est rapidement limitee par I'oxygene en raison d'un transfer! passif des 
gaz vers la phase liquide. Cette technique est done seulement 

25 compatible avec rutillsation de milieux simples et ne permet pas de 
presumer du comportement des souches en milieux complexes utilises 
en fermentation. De plus, les niveaux d'expression de prot6ines 
recombinantes en micro-plaque demeurent tres faibles; 

-Le concept de la plate-fonne 1 est adaptable a des batteries 

30 equipees de fermenteurs ou de rSacteurs de faibles volumes ou de plus 
grands volumes; et 

- Cultures automatis6es de volumes importants pour la production 
de proteines destinees aux etudes de genomique fonctionnelle. Cette 
technologie utilisera des reacteurs de culture qui sont d§ja census et qui 

35 seront totalement compatibles avec les exigences de mesure en ligne de 
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la turbidite et des drff^rentes fonctions automatisdes. Ces reacteurs sont 
• cylindriques (de 125 a 500 mL) et presentent une excroissance adequate 
pour la mesure de la turbidite. Le capteur a defilement de mesure en 
ligne de la turbidite, passe successivement devant les excroissances des 

5 reacteurs de la batterie, et se positionne au niveau des deux faces 
parall^les pour une lecture convenable. Dans la demarche d'dtudes 
systematiques des proteines codees par les genes de genomes 
sequences, de nombreuses proteines ne s'expriment que tres 
faiblement. Ces proteines sont toxiques pour les souches bacteriennes 

10 qui hebergent les genes correspondants, ou presentent des 
caract§ristiques biochimiques et fonctionnelles (proteines membranaires) 
peu favorables ii leur expression sous forme soluble. L'augmentation des 
volumes de culture, couplfee aux a vantages de Tautomatisation, devrait 
permettre de compenser ces faibles niveaux d^expression et de repondre 

1 5 ainsi aux attentes des etudes de fonctionnalitS de ces proteines. 

Cette teciinologie pourra egalement s'appliquer a I'optimisation de 
precedes devant etre transferes a des 6chelles importantes de 
production : 

- Cultures en reacteurs miniaturises pour le marquage moleculaire 
20 des proteines, en vue d'etudes RMN et cristallographiques. Uutilisation 

de volumes reduits diminue le coQt des milieux marqu6s tr^s on6reux; 

- Cultures par exemple en batcli, fed batch, en turbidostat, cultures 
cycliques, cultures continues en chemostat, pour des etudes d'6voiution 
ou de selection de souches et des etudes physiologiques. Le faible 

25 volume des cultures (60 mL) pemiet de rfealiser des cultures de tongue 
duree sans avoir a changer frequemment les nourrices, changement 
fastidieux et pouvant etre cause de contaminations; 

- Implantation de la presente technologie de plate-forme 
automatis6e de cultures en PSM (Poste de Security Microbiologique) ou 

30 dans des locaux confines de type P2 ou P3, avec suivi et surveillance 
des cultures a distance (Internet, e-mail d'alerte, etc); et 

- Developpement de produits consommables a usage unique, 
specifiques de ia pr6sente technologie : reacteurs de culture en 
plastique, milieux de cultures prets a Temploi, etc. 
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Uappareillage decrit ci-dessus repr6sente un concept original et 
6volutif dans le domaine des micro-cultures automatisees. Outre la 
Genomique et la Proteomique, de nombreuses autres applications sont 
possibles, moyennant des adaptations mineures (surtout au niveau des 
5 programmes de controle), par exemple : 

- Enrichlssement, selection, adaptation des microorganismes a des 
environnements particuliers; 

- Comparaison de souches, physiologie microbienne; 

- Mise au point de milieux de culture; 

10 -^tude des effets simultanes des facteurs multiparametriques 

environnementaux (microbiologie predictive); 

- Cas de souches delicates d cultiver (latence et temps de 
generation eleves); 

- Optimisation des precedes de culture, scaiing-up; 
15 - Etude des biofiims; 

- Screening de souches; 

- Criblage de composes d'interet pharmaceutique; 

- Biotransformations; 

- Marquage de proteines O^C, ''^N, selenomethionine, eau lourde); 

20 et 

- Therapie cellulaire. 

Les secteurs d'application couvrent de nombreux domaines : 

- Agroalimentaire; 

- Industrie pharmaceutique; 
25 - Microbiologie clinique; 

- Environnement (biofiims, polluants), depollution et traitements; 

- Laboratoires et industries des fermentations; et 

- Recherche. 

Le tableau ci-dessous donne des resultats de validation du systeme 
30 selon un mode de realisation preferentiel de la presente invention. On y 
montre le niveau d'expression d'un certain nombre de proteines, en 
utilisant les systemes classiques de production de proteines ou en 
utilisant le systeme selon la presente invention. 
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COMPARAISON DES QUANTIT^S DE PROT^INES 


RECOMBINANTES SOLUBLES, OBTENUES EN FERBACH AGIT^ DE 


1 LITRE ET EN MULTI MICRO FERMENTEURS DE 60 ML SELON LA 




prEsente invention 




Proteines 


Poids 


Rendement 


produites 


moleculaire 


(mg/affinite/prot§ine soluble purlfl6e) 




Kda 


Fernbach de 1 


Bior^acteur 60 ml 






litre LB m^dia 


selon la pr§sente 








invention HD media 


1 


19,8 


15 


100 


2 


23.5 


60 


60 


3 


28.7 


20 


20 


4 


25,3 


20 


22 


5 


55 


47 


40 


6 


21,56 


68 


67 


7 


27,17 


29 


31 


8 


17,6 


29 


35 


9 


21 


4,6 


8,4 


10 


24,2 


40 


50 


11 


24,2 


78 


94 


12 


26,4 


37 


52 


13 


27,7 


38 


66 


14 


25,19 


40 


66 


15 


24,31 


42 


56 


16 


20.9 


150 


150 



Bien que la presente invention ait ete expliquee ci-dessus par un 
mode de realisation preferentiel, on doit comprendre que Tinvention n*est 
pas rimlt6e a cette realisation precise et que divers changements at 
5 modifications peuvent etre effectu6s a celle-ci sans s'6carter de la portee 
ou de Tesprit de Tinvention. 
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REVENDICATIONS 

1. Une plate-forme automatisee et robotisee comportant une 
batterie de reacteurs miniaturises contenant chacun une culture 

5 ceilulaire, la plate-forme comprenant : 

un capteur externe pour mesurer au moins une propriete optique de 
chaque culture ceilulaire contenue dans chaque reacteur miniaturise; 

un porte-capteur mobile apte a recevoir le capteur externe, le porte- 
capteur comportant des moyens de deplacement du capteur pour 
10 deplacer le capteur externe d'un reacteur miniaturise a un autre et pour 
permettre la mesure en temps reel de ladite au moins une propri6t6 
optique; 

des moyens de controle et de traitement pour recevoir en temps 
reel des mesures de la propriet6 optique du capteur externe et pour 
15 controler en temps reel un deplacement du porte-capteur mobile. 

2. La plate-forme selon la revendication 1, dans laquelle le 
capteur externe est un capteur de turbiditd comprenant une diode 
6mettrice et une diode receptrice. 

20 

3. La plate-forme selon la revendication 1, comprenant en 
outre au moins un deuxieme capteur externe monte sur le porte-capteur 
mobile. 

25 4. La plate-fomne selon la revendication 1, dans laquelle le 

capteur est un capteur d'absorbance ou de fluorescence ou de 
luminescence ou de phosphorescence ou de colorimetrie ou tout autre 
capteur mesurant un rayonnement electromagn6tique. 

30 5. La plate-fonne selon Tune quelconque des revendications 1 

a 4. dans laquelle les moyens de deplacement du capteur comprennent : 

soit au moins un chariot mobile monte sur au moins un rail lin6aire, 
un moteur pas a pas, un systeme d'entramement reliant le moteur au 
35 chariot; ou 
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soit un bras ou tout autre systeme permettant un mouvement 
circulaire; et 

des moyens de controle reii6s au moteur assurant le deplacement 
dudit chariot selon un mouvement lineaire ou circulaire. 

5 

6. La plate-forme selon Tune quelconque des revendications 1 
a 5, comprenant en outre un systeme de prelevement et d'injection 
mont6 sur un support mobile et reli§ preferentiellement a un systeme de 
deplacement independent ou solidaire du porte-capteuf mobile. 

10 

7. La plate-fomie selon Tune quelconque des revendications 1 
a 6, dans laquelle chaque reacteur miniaturisS comprend un systeme de 
regulation de la temp6rature. 

15 8. La plate-forme selon la revendication 7, dans laquelle le 

systeme de regulation de temperature est un systeme de regulation 
autonome par effet Peltier. 

9. Methode pour mesurer automatiquement au moins une 
20 propriete optique de cultures cellulaires contenues dans une batterie de 

reacteurs miniaturises, comprenant les 6tapes de : 

mesure automatique d'au moins une propriete optique d'une culture 
contenue dans des r6acteurs miniaturises d Taide d'un capteur externe; 

deplacement robotis6 du capteur exteme vers un autre r6acteur 
25 miniaturise; et 

mesure automatique d'au moins une propriete optique d'une culture 
contenue dans un autre reacteur miniaturise a Taide du capteur externe. 

10. La methode selon la revendication 9. comprenant en outre 
30 retape d'injection et/ou d'echantillonage d'un r6acteur miniaturise en 

fonction de la valeur de la mesure de la propriete optique. 

11. La plate-forme selon I'une quelconque des revendications 1 
a 8 permettant de produire des cultures cellulaires. 
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12. La plate-forme selon Tune quelconque des revendications 1 
a 8 permettant d'optimiser des procedes de cultures cellulaires. 

13. La plate-forme selon les revendications 11 et/ou 12 
5 permettant Tanalyse de mScanlsmes d'expression des genes. 

14. La plate-forme selon la revendication 13 oD les genes sont 
des genes impllques dans des m6canismes d'adherence cellulaire. 

10 15. La plate-fomne selon Tune quelconque des revendications 1 

a 8 permettant Tetude de mecanismes physiques et physico-chimiques. 




SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/003569 PCT/FR2003/002006 

2 / 17 



-jf**^" 



r 



7A, 



V7 



I £ 



7A-, 



7B- 



I 



FIG. 2A 



, rin- 



-■njl 1 

lO — ^ 



FIG. 2B 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/003569 



3/17 



PCT/FR2003/002006 



FIG. 2C 




7A^ 




7A 




FIG. 2D FIG. 2E FIG. 2F 



7fi 



FIG. 2G 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2U04/003569 



PCT/FR2(M)3/U02006 



A / 17 




FIG. 3 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/00356!) 



PCT/FR2003/002006 



5/17 




FIG. k 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/00356!) 



FCT/FR2003/002006 



6/17 

12, 




FIG. 5 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



2I)U4/UU3569 



PCT/FR2U03/(I02006 



7/17 




FIG. 6 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/003569 PCT/FR2003/002006 



8/17 




FIG. 7 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2U04/003569 PCT/FR2003/002006 

9/17 




SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2U(M/003569 



10 / 17 



PCT/FR2U03/U02006 




SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/00356!) PCT/FR2003/002006 



11 / 17 




SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 




( A ) 9A Biiaiayni 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/003569 



PCT/FR2003/002006 



13 / 17 



O 
LL. 




oo oooo Oo^^O oo 
o cn cjo to m -o" m fsi r-o 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/UU3569 PCT/FR2003/002006 

14/17 



CO 

O 



LU 
Z 

o 

8 

o 



t 


I 


m 


•J" 


o 


o 


! 

O 


1 

o 


o 


o 


o 


o 










cn 


m 


CD 




o 


o 


O 





I i 



15 



2 



o 
o 
06 

o 
cp 



o 
o 



o 
o 



o 
o 



o 
o 



o 
o 
c5) 



o 

o S 



o 
o 



o 
o 
06 

o 

<=> 

LO 



o 



o 
o 

CD 
O 



Q-. 
LU 



en 



O 



CM 



o 
o 

C3 O 



^. ( Do ) 3HniVy3dW3i 

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/003569 



15/ 17 



PCT/Ffl2U03/UU2006 




SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 20U4/U03569 



16 / 17 



PCT/FK2003/0U2U06 




FIGJAE 



FIG.1AF 



FIG. UG 



FIG.UH 



SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



wo 2004/00356!) 



PCT/FR2003/002006 



17 / 17 







cc 


UJ 




ZD 




z> 


LU 




LlI 


>• 




i-« 


y 


o 


o 




1— 


LU 


LU 




-> 




< 


Z 


a. 



cn 




cc 




ID 


LU 


LU 






o- 




5: 




q: 


o 


LU 


LU 


X 


CC 








10 


cr 


. PA 




LU 




MOT 


PAS 


1 


1 






2: 












0 




CO 




< 


-J 





{5 

LU 

I— 

LO 



^ < 

UJ z 

cc rr 



P2 





or 








LU 


I 


I— 


RO' 


EN 






2: 


PER 




UT) 

o 
Ll 



CO 
LU 

2: 

o 

q: 
I— 
<-> 

LU 
-J 
LU 




CO 




LU 












< 


LU 


CC 


> 


0 


OD 


0 


< 


cc 




Q- 








LU 








cr 


0 




to 


0 


< 


AL 




AN 



>— 






2: 






0 






lEDP 


AL 


MEN 


ll. 




ZD 


L/) 


0 


CC 


LU 

—J 




»— 

to 








m 







SUBSTITUTE SHEET (RULE 26) 



iNTES! 



NAL SEARCH REPORT 



Intern^^BB? Appllcatld 

PCT/FR 03/02006 



A. CLASSIFICATIOM OF SUBJECT MATTER , 

IPC 7 GOINSB/OO C12M3/00 C12M1/34 






According to Inlemaltonai Patent Classification (IPC) or to both nattonal classification and IPC 




B. RELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (dasslficaUon system followed bv dasstficalio 

IPC 7 GOIN C12M 


n symbols) 




Documentation searched other than minimum documentation to the extent that su 


ch documents are included in the fields searched 


Ebclronlc data base consulted during the international search (name of data baa 


e and, where pracilcal, search terms used) 


EPO-Internal , WPI Data, PAJ 






C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Categoof • 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 
Y 


WO 99 04228 A (CRAWFORD KIMBERLY L 
;MARQUISS SAMUEL A (US); FRENCH TODD E 
(US); M) 28 January 1999 (1999-01-28) 
page 15, line 18 -page 16, line 7 
page 26, line 16-28 

page 28, line 16 -page 29, line 27; figure 
3 


1,3-5,9. 
11-15 

6-8,10 


X 


US 6 307 630 Bl (BANERJEE ASHIM K) 
23 October 2001 (2001-10-23) 
column 3, line 20 -column 4, line 43; 
figures 5,6,9 


1.2,4,5, 
9 






/-- 




Further documents are listed in the contlnualron ot box C. 


[X Patent family members are listed In annex. 


* Special categories of cited docunnents : 

•A' document defining the generai state of the art which Is not 
considered to be of particular relevance 

'E' earner document but published on or after the International 
filing date 

■L' document which may throw <toubts on prtorfly clalm<s) or 
which is cBed to eEAabiish the publication dale of another 
citation or other special reason (as specBled) 

•0* document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

•P' document published prior to the International filing date but 
later than the priority data claimed 


'P later document published after the International filing dale 
or priority date and not in conflict with the appilcallon but 
dted to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

')(* document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step when the document Is ta)<en alone 

'Y* document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person sMlled 
in the art. 

document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the International search 


Date of mailing of the International search report 


22 December 2003 


05/01/2004 




Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patenllaan 2 
NL-2280HVR]|swljk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

01 ez Schlereth, D 



Form PCT/ISAai 0 (second sheet] (July laee] 



iNTEar^^i 



NAL SEARCH REPORT 



Interne^Mi Applle 

PCT/FR 03/02006 



C.(Con«nuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indlcation.where appropriate, of the relevanl passages 



Relevant to claim No. 



wo 93 20612 A (KIEHL MICHAEL ;KOEHNE 

WOLFGANG (DE); RAMIREZ ISABEL (DE); BAXTER 

D) 14 October 1993 (1993-10-14) 

page 7, line 27 -page 8, line 20 

page 16, line 5-27 

page 17, line 18-23; figures 1,5,8 

US 5 314 825 A (OLSON ROBIN ET AL) 
24 May 1994 (1994-05-24) 
column 5, line 55 -column 6, line 38 
column 8, line 3-33; figure 1 

WO 99 27349 A (LONGIN ROBERT ;GAILLON 
LAURENT (FR); LUU THANH DUNG (FR); 
PASTEUR) 3 June 1999 (1999-06-03) 
the whole document 



6-8,10 



6.10 



1-15 



Focm PCT/ISA/210 (oonUnuation ol second ehast) (July 1092) 



NAL SEARCH REPORT 

on patent family members 



Interna^Hl Applfeal 

PCT/FR 03/02006 



Patent document 


1 






faioiTi family 






Oted in search report 


L_ 


date 




meniber(s) 




date 


WO 9904228 


A 


28-01-1999 


US 


6071748 


A 


06-06-2000 








AU 


8485398 


A 


10-02-1999 








EP 


1012579 


A2 


28-06-2000 








JP 


2002509235 


T 


26-03-2002 








WO 


9904228 


A2 


28-01-1999 








US 


2001021074 


Al 


13-09-2001 








US 


6033100 


A 


07-03-2000 








US 


6025985 


A 


15-02-2000 








US 


6159425 


A 


12-12-2000 








US 


6499366 


Bl 


31-12-2002 








US 


6187267 


Bl 


13-02-2001 








US 


6469311 


Bl 


22-10-2002 








US 


2001007640 


Al 


12-07-2001 








AU 


1518499 


A 


24-05-1999 








EP 


1032813 


A2 


06-09-2000 








JP 


2003521670 


T 


15-07-2003 








WO 


9923466 


A2 


14-05-1999 








US 


6097025 


A 


01-08-2000 








AU 


2344899 


A 


09-08-1999 








JP 


2003526077 


T 


02-09-2003 








WO 


9937203 


A2 


29-07-1999 








AU 


2775899 


A 


06-09-1999 








EP 


1060384 


Al 


20-12-2000 








JP 


2003526767 


T 


09-09-2003 








US 


2002056803 


Al 


16-05-2002 








WO 


9942817 


Al 


26-08-1999 








US 


6326605 


Bl 


04-12-2001 








AU 




A 
n 










EP 


1071942 


Al 


31-01-2001 








US 


2002158212 


Al 


31-10-2002 








WO 


9954711 


Al 


28-10-1999 








US 


6488892 


Bl 


03-12-2002 








US 


6E97018 


Bl 


02-10-2001 








US 


6258326 


Bl 


10-07-2001 


US 6307630 


Bl 


23-10-2001 


AU 


1603901 


A 


30-05-2001 








CA 


2391979 Al 


25-05-2001 








EP 


1230534 A2 


14-08-2002 








OP 


2003515124 T 


22-04-2003 








UO 


0136940 A2 


25-05-2001 








US 


2001046051 


Al 


29-11-2001 


WO 9320612 


A 


14-10-1993 


DE 


4210963 Al 


07-10-1993 








AU 


3950693 A 


08-11-1993 








UO 


9320612 A2 


14-10-1993 



us 5314825 A 24-05-1994 NONE 



HO 9927349 A 03-06-1999 FR 2771508 Al 28-05-1999 

EP 1034422 Al 13-09-2000 

WO 9927349 Al 03-06-1999 



Form PCT/ISA/210 ^aiont family annex) (July 1992) 



RAPPORT DE REi 



E INTERNATIONALE 



Deman^Mernatlonl 

PCT/FR 03/02006 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANOE 

CIB 7 G01N35/00 C12M3/00 C12M1/34 



Sekm la dassincaflon tntemattonate dea brevete (CIB) ou t ta fols selon la classification natlonaie et la CiB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documontation minlmale consutt^e (syst&nne de ciassfflcation suivl des symboles de dassement) 

CIB 7 GOIN C12M 



Oocumentation consulida autre que la documentation minlmaie dana la mesure oCi ces documents reldvent des domalnea sur lesquels a pottd la recherche 



Base de donn6es 6lectrontque consult^e au cours de la recherche internallonale (nom de la base de donn6es. el si realisable, termes do recherche uUlis^s) 

EPO-Internal , MPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS C0N3IDERES COMME PERTINENTS 



Catdgorfe " Identmcatlon des documents citte. avec, Is cas dchdant, Hndtoation des passages pertinents 



no. des revendlcatlons vlsdes 



WO 99 04228 A (CRAWFORD KIMBERLY L 
;MARQUISS SAMUEL A (US); FRENCH TODD E 
(US); M) 28 Janvier 1999 (1999-01-28) 
page 15, llgne 18 -page 16, ligne 7 
page 26, llgne 16-28 
page 28, llgne 16 -page 29, ligne 27; 
figure 3 

US 6 307 630 81 (BANERJEE ASHIM K) 

23 octobre 2001 (2001-10-23) 

colonne 3, Hgne 20 -colonne 4, ligne 43; 

figures 5,6,9 

-/-- 



1,3-5.9, 
11-15 



6-8,10 



1,2,4.5, 
9 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la Bste des documents 



ID 



Les documents de families de brevets sont Indiquds en annexe 



* Categories sp^ialss de documents citds: 

'A' document ddfinlssant r^tal gdndrai de (a technique, non 

considdre comma partlculfdrement peitlnent 
*E' document ant^rieur. mais pubii^ k la date de ddp6t international 

ou apr^s cefte date 

•L' document pouvant |eler un doute sur une revendlcation de 
priority ou cltd pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une nalson sp^clale (teDs qu'lndlqute) 

'O* document se r^fdrant & une cfivulgalion oraie, & un usage, d 

une exposition ou tous autres moyens 
•P* document publi6 avani la date de d6p0t International, mals 

post^rleurement k la date de priority revendlqu^e 



•T" document ult6rieur publI6 aprfes la date de d6p6t Intematlonai ou ta 
date de priorile et n'appartsnenant pas & t'^tat de la 
technique pertinent, mats citd pour comprendre te principe 
ou ia thtefle constituant la base da rinventlon 

'X' document partlculttnament pertinent; rmven tion revendkiude ne peul 
6tre considdr6e comma nouvene ou comme Impliquant une adivng 
Inventive par rapport au document considdrd Isotdment 
'V document particufl&rement pertinent; rinven tion revendlqu^e 
etreconsic*- ' ^ 



ne peut dtrs oonsldArfie comme Impiiquant une activity (nventive 
lorsque le document est assodd £i un ou plusleurs autras 
documents de mfime nature, cette combinalson dtant ^vidente 
pour une personns du metier 

document qui fait panie de ta mdme famine de brevets 



Date k laqueUe la recherche inlematlonate a 6t6 effectlvement achev6e 



22 decembre 2003 



Dated'expdditlon du present rapport de recherche intemalionaie 



05/01/2004 



Nom et adresse postale de I'adminlslration chargSe de ia recherche Iniemationale 
Office Europ6en des Brevets. P.B. 5818 Patenllaan 2 
NL-2260 HV Rliswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



FoncUonnaire autorlsd 



Dlez Schlereth, D 



Rumulalre PCT/ISA/210 (douxidma feuilla) Qulllel 1992] 



RAPPORT DE RECti 



# 



E INTERNATIONALE 



DemanflHBternatJon' 

PCT/FR 03/02006 



C^sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



CaMgorle ■ Identltleatlen des dseuments elUs, avec,le eas Ceh^anl, I'Indleatlendes passages pertinents 



no. des revendlcatlons vistes 



WO 93 20612 A (KIEHL MICHAEL ;KOEHNE 

WOLFGANG (DE); RAMIREZ ISABEL (DE); BAXTER 

0) 14 octobre 1993 (1993-10-14) 

page 7, Hgne 27 -page 8, ligne 20 

page 16, Hgne 5-27 

page 17, Hgne 18-23; figures 1,5,8 

US 5 314 825 A (OLSON ROBIN ET AL) 
24 mal 1994 (1994-05-24) 
colonne 5, ligne 55 -colonne 6, ligne 38 
colonne 8, ligne 3-33; figure 1 

WO 99 27349 A (LONSIN ROBERT ;GAILLON 
LAURENT (FR); LUU THANH DUNG (FR); 
PASTEUR) 3 juln 1999 (1999-06-03) 
1e document en entler 



6-8,10 



6.10 



1-15 



FoimulBln PCT/ISAISIO (ndle da ladeuxtas letille) Onillal 1S82) 



RAPPORT DE REGU^^E INTERNATIONALE 

Ren&elgneniento relatirs auxitretnbresde families de brevets 



OemanBBtematloA 

PCT/FR 03/02006 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Mennbre(s) de la 
famine de brevet(s) 



Oatede 
publication 



WO 9904228 



28-01-1999 US 
AU 
EP 
OF 
UO 
US 
US 
US 
US 
US 
US 
US 
US 
AU 
EP 
JP 
UO 
US 
AU 
JP 
UO 
AU 
EP 
JP 
US 
UO 
US 
AU 
EP 
US 
UO 
US 
US 
US 



6071748 
8485398 



1012579 A2 

2002509235 T 
9904228 A2 

2001021074 Al 
6033100 A 
6025985 A 
6159425 A 
6499366 Bl 
6187267 Bl 
6469311 81 

2001007640 Al 
1518499 A 
1032813 A2 

2003521670 T 
9923466 A2 
6097025 A 
2344899 A 

2003526077 T 
9937203 A2 
2775899 A 
1060384 Al 

2003526767 T 

2002056803 Al 
9942817 Al 
6326605 Bl 
3649199 A 
1071942 Al 

2002158212 Al 
9954711 Al 
6488892 Bl 
6297018 61 
6258326 Bl 



06- 06- 
10-02- 
28-06- 
26-03- 

28- 01- 
13-09- 

07- 03- 
15-02- 

12- 12- 
31-12- 

13- 02- 
22-10- 
12-07- 
24-05- 
06-09- 

15- 07- 

14- 05- 

01- 08- 
09-08- 

02- 09- 

29- 07- 
06-09- 
20-12- 

09- 09- 

16- 05- 
26-08- 
04-12- 

08- 11- 
31-01- 
31-10- 
28-10- 

03- 12- 
02-10- 

10- 07- 



■2000 
1999 
2OO0 
2002 
1999 
■2001 
2000 
2000 
2000 
2002 
2001 
2002 
2001 
1999 
2000 
2003 
1999 
■2000 
1999 
■2003 
1999 
1999 
2000 
■2003 
2002 
1999 
2001 
•1999 
2001 
•2002 
1999 
•2002 
2001 
2001 



US 6307630 



Bl 



23-10-2001 



AU 1603901 A 

CA 2391979 Al 

EP 1230534 A2 

JP 2003515124 T 

WO 0136940 A2 

US 2001046051 Al 



30-05-2001 
25-05-2001 
14-08-2002 
22-04-2003 
25-05-2001 
29-11-2001 



UO 9320612 



14-10-1993 DE 
AU 
UO 



4210963 Al 
3950693 A 
9320612 A2 



07- 10-1993 

08- 11-1993 
14-10-1993 



US 5314825 


A 


24-05-1994 


AUCUN 






MO 9927349 


A 


03-06-1999 


FR 


2771508 Al 


28-05-1999 








EP 


1034422 Al 


13-09-2000 








UO 


9927349 Al 


03-06-1999 



Foimutaire PCT/ISA/210 (annexa families de brevets) (|ullfl1 1082) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 



LI REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 
□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




